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Abstract (Basic) : WO 8803410 A 

New purified viral agent (I) implicated in non-A, non-B viral 
hepatitis (NANBVH) is characterised by a distribution of antigenic 
activity which includes at least one band of density 1.28-1.32 g/cc 
and/or at least one band of density 1.12-1.19 g/cc. Also new are (1) 
antigens (Ag) associated with (I); (2) the purified viral agent strains 
deposited as CNCM 1-616 and 617; (3) immunological reagents consisting 
of Ig recovered from sera of convalescent humans (or artificially 
infected animals) and (4) the therapeutic agents consisting of 



antibodies (Ab) directed against (I) . 

USE - Antibodies are used to detect NANBVH Ag in faeces, while (I) 
can be used to detect antibodies in blood (including that intended for 
transfusion) . Detecting IgM antibody activity provides a very early 
diagnosis of infection. Ag can also be used as vaccine components. 
Abstract (Equivalent) : EP 277437 B 

Purified viral agent associated with sporadic, epidermic and 
post - transfusional viral hepatitis NANB, characterised in that it can 
be obtained from the faeces of patients suffering from hepatitis NANB 
and in that is in the form of two main types of spherical viral 
particles associated with the same viral antigen; (a) spherical 
particles of about 75 nm in diameter whose density in a CsCl gradient 
is between 1.28 and 1.32 g/cm3 and which sediment in sucrose gradient 
fractions containing between 40 and 41.5% (w/v) of sucrose, (b) 
spherical particles from 25 to 30 nm in diameter whose density in a 
CsCl gradient is between 1.12 and 1,19 g/cm3 and which sediment in 
sucrose gradient fractions containing between 26 and 28% (w/v) of 
sucrose . 
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© Agent viral de I'h6patfte NANB, antigdne et r$actlf immunologique. 



© Nouvel agent viral purifi£ impliqu£ dans ('hepatite virale non-A non-B, epid6mique, sporadique ou post- 
transfusionnelle, d6fini le profit de repartition de son activity antigSnique, qui comporte au moins une bande a 
une densite de 1,28-1.32 g/cm 3 et/ou au moins une bande a une density de 1,17-1,19 g/cm 3 , et I'antig&ne 
assocte a cet agent viral. 

Proc^de d'tsolement dudit agent viral et de Tantigene qui lui est associS. Utilisation dudit agent viral en tant 
que reactif de diagnostic. 

Proc6d6 de detection d'antig&ne non-A non-B present dans les f&ces de patients attaints d'Wpatite virale 
non-A non-B. 

RSactif immunologique pour la detection de Th^patite virale NANB, gpid6mique, sporadique ou post- 
transfusionneile et procSdS d'isolement d'anticorps anti-NANB aptes a §tre utilises en tant que r^actifs 
^ immunologiques. 

^ Applications desdits anticorps anti-NANB au diagnostic de l'h£patite virale NANB 6pid6mique t sporadique ou 
l^post-transfusionnelle et en tant qu'agents th^rapeutiques. 
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PROCEDE POUR L'ISOLEMENT D'UN NOUVEL AGENT VIRAL IMPUQUE DANS L' HEPATITE NANB ET DE 
L'ANTIGENE QUI LUI EST ASSOCIE, AGENT VIRAL ET ANTIGENS OBTENUS PAR CE PROCEDE, PROCEDE 
DE DETECTION DUDIT ANTIGEN E, REACTIFS IMMUNOLOGIQUES POUR LA DETECTION DE L'HEPATITE 
VIRALE NANB, LEURS PROCEDES DE PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS. 

La pr€sente invention est relative k I'isolement et a la caracterisation d'un agent viral impiique dans 
('hepatite non-A non-B tant epidemique que sporadique ou que post-transfusionnelle. 

Uhepatite viraie peut etre causee par le virus de I'hepatite A (HAV), par le virus de. 1'hepatite B (HBV) et 
par un nombre inconnu de virus d'hepatite non-A non-B (NANB) non encore identifies. Actuellement dans 

5 les pays developpes dans lesquels la prophylaxis de 1'HBV est efficace, les NANB sont ia cause la plus 
importante d'hepatrte infectieuse conduisant a ('hospitalisation. Cette maladie est consideree comme 
impliquant au moins trois virus : deux sont transmis par le sang contamine et les produits de sang 
contamine; pour le troisi&me qui est k t'origine de I'hepatite NANB epidemique, I'lnventeur a pu etablir qu'il 
est egalement responsable de 50 k 60% des cas d'hepatites necessitant una hospitalisation, rapportes dans 

io les pays occidentaux et son mode de transmission est inconnu. Dans les pays en voie de developpement 
le NANB semble egalement associe a des epidemics a grande echelle liees k un mode de transmission 
f6cal-oral vehicule par I'eau. Actuellement cinq cas d'epidemies de ce type ont 6te rapportes depuis 1980 : 
en Inde, en Siberie, au Nepal, en Alg^rie et recemment en Cote d'lvoire. Dans tous ces cas, un taux de 
mortalite eleve a ete observe parmi les femmes enceintes. 

75 Nos connaissances actuelles concemant les virus qui sont k ('origins de ('hepatite NANB sont d'une 
imprecision decourageante et sont limitees k des donnees ciiniques et 6piddmiologiques. Des agents 
flltrables ont nettement ete isoles par inoculation de sang ou de produits sanguins provenant de sujets 
souffrant d'hepatite NANB post-transfusionnelle k des chimpanzes et des produits sanguins infectieux sont 
disponibles. En ce qui conceme I'hepatite NANB epidemique, tres peu d'infections experimentales ont ete 

20 realisees : ('infection s'est averee transmissible aux ouistitis (Saguinus mystax), aux singes macaques 
(Macacus cynomolg'us) et k un votontaire humain et recemment a des singes verts africains (Cercopithecus 
aethops et Erythrocebus patas), mais aucune preparation infectieuse d£finie n'a ete proposes. 

En ce qui conceme I'hepatite post-transfusionnelle, en depit de la plethora de rapports sur des 
syst&mes antigdne-anticorps NANB, des modifications ultrastructurales et des particules analogues a des 

25 virus, tous potentiellement prometteurs, aucun agent causal ni aucun systeme ou virus qui remplisse les 
criteres serologiques acceptes pour une association causale specifique. n'a ete identifie anterieurement aux 
travaux qui ont abouti k la pr£sente invention. En ce qui conceme I'hepatite epidemique, des particules 
analogues k des virus, de forme spherique et de 27 nm de diametre ont ete visualisees dans de tres rares 
feces et la caracterisation immunologique a ete mediocrement realisee par agglutination au microscope 

30 eiectronique. La replication viraie n'a jamais ete obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque virus 
NANB que ce soit. 

La Demande de Brevet frangais n° 86 05437, au nom de I'lNSTITUT PASTEUR, et qui mentionne 
Monsieur PILLOT comme Inventeur, a pour objet un reactif propre k permettre la detection d'hepatites 
virales NANB epidemiques et un procede de diagnostic mettant en oeuvre ce reactif; le reactif conforms k 
35 cette Demande de Brevet est constrtue par des IgM anti-NANB isolees de serums de singes infectes 
artrficiellement par des extraits de fdces de patients connus pour §tre atteints d'hepatite NANB epidemique, 
lesquelles IgM anti-NANB sont avantageusement fixees sur des supports solides tels que, notamment, des 
plaques de PVC. 

La poursulte de ses recherches k partir de I'invention objet de la Demande de Brevet precise a permis 
40 a I'lnventeur d'atteindre les buts suivants : 

1 °) II a infecte des singes dont if a utilise les anticorps (Ac), ainsi que les Ac de convalescents 
humains, pour developper un test EUSA pour ia detection specifique d'antig&nes (Ag) associes au virus et 
la detection des Ac anti-viraux; 

2°) LMnventeur a reussi k repliquer le virus dans une Hgnee continue de cellules hepatocytaires avec . 
45 une bonne production de materiel antigenique; 

3°) II est parvenu k visualiser des particules virales dans des preparations purifies d'echantillons de 
feces et dans des lignees d'hepatocytes Infectees; 

4°) II a pu etablir ('implication du meme agent causal dans I'hepatite viraie NANB aussi bien 
epidemique que sporadique. 
50 5°) En considerant le role de ('agent NANB epidemique dans i'hepatite sporadique, I'lnventeur a ete 

en mesure de verifier que (edit agent peut etre non seulement vehicule par I'eau, mais etre egalement 
transmis par d'autres voies que I'eau et notamment par la voie sanguine transfusionneiie. 
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La presente invention s'est donne pour but ('identification et la caracterisation d'un nouvei agent viral, 
ainsi que d'un antigene (Ag) NANB associe k ce nouvei agent viral et une methode de diagnostic d'hepatite 
NANB aussi bien epidemique que sporadique et que post-transfusionnelle, par detection de 1'Ag associe au 
virus de NANB, en utilisant les anticorps (Ac) qui font I'objet de la Demande de Brevet INSTITUT 
5 PASTEUR precitee ou par recherche des Ac du malade, en utilisant le virus ou ses fractions adsorb^ sur un 
support adequat 

La presente invention a egalement pour but de pourvoir k des reactifs de diagnostic immunologiques 
utiiisables dans la methode de diagnostic de ('hepatite NANB conforme k la presents invention, ainsi qu'k 
un kit pr§t k 1'emploi pour la realisation de ladite methode de diagnostic. 

w La presents invention a pour objet un nouvei agent viral purifie implique dans 1'hepatite virale NANB 
epidemique, sporadique ou post-transfusionnelle, caracterise en ce qu'il presents un profit de repartition de 
son activity antigenique qui comporte au moins une bande k une densite de 1,28-1,32 g/cm 3 et/ou au moins 
une bande a une densite de 1,12-1.19 g/cm 3 . 

Seion un mode de realisation de I'agent viral purifie implique dans I'hepatite NANB epidemique, 

15 sporadique ou post-transfusionnelle, celui-ci est isoie de feces de patients atteints d'hepatite NANB, par 
centrifugation et filtration k travers un filtre dont la porosis est de I'ordre de 0,22 urn. 

Selon un autre mode de realisation de I'agent viral implique dans I' hepatite NANB epidemique, 
sporadique ou post-transfusionnelle, ceiui-ci est obtenu k parti r d'hepatocytes ou de lignees cellulaires 
continues d'hepatocytes, inocules par de I'extrait de feces d'un malade atteint d'hepatite NANB ou par un 

20 extrait de foie d'un singe infecte. 

Selon encore un autre mode de realisation de I'agent viral implique dans I'hepatite NANB epidemique, 
sporadique ou post-transfusionnelle, ledit agent viral auquel est associe I'antigene speciftque, se presente 
sous la forme de particules virales spheriques de deux type principaux, k savoir des particules d'environ 75 
nm de diam&tre et des particules de I'ordre de 25 k 30 nm de diametre, les premises etant majoritaire- 

25 ment presentes dans les fractions d'un gradient de CsCI de densite variant entre 1,1 et 1,6 g/ml, dont la 
densite est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm 3 et les fractions k 40-41.5% d'un gradient de saccharose de 
concentrations variant de 10 St 60% poids/volume et les secondes etant majoritairement presentes dans les 
fractions du gradient de CsCI de densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 et les fractions k 26-28% dudit 
gradient de saccharose. 

30 La presente invention a egalement pour objet un antigene associe au virus NANB d£fini plus haut, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par traJtement d'un agent viral isoie de feces de patients, cuttive sur des 
hepatocytes infected par le virus de ('hepatite NANB, par des agents de dissociation physiques ou 
chimiques. 

Seion un mode de realisation avantageux de I'antigene associe au virus NANB, susdit, ledit antigene est 
35 obtenu par traitement aux ultra-sons d'un agent viral isoie de lignees celiulaire? continues d'hepatocytes 

infectes par le virus de 1'hepatite NANB. 

Selon un autre mode de realisation de I'antigene associe au virus NANB, son profit de repartition dans 

un gradient de CsCI se presente sous la forme d'une bande k une densite de 1,12-1.19 g/cm 3 et/ou d'une 

bande de densite 1 ,28-1 ,32 et I'antigene est present apres ultra-centrifugation des fractions de CsCI dans 
40 un gradient de saccharose, dans la fraction k 26-28% du gradient de saccharose pour la premiere bande et 

dans la fraction k 40-41 ,5% du gradient de saccharose pour la seconde bande. 

La presente invention a, de plus, pour objet un procede d'isolement d'un agent viral implique dans 

I'hepatite virale NANB epidemique. sporadique ou post-transfusionnelle, qui est caracterise en ce que des 

feces de patients atteints d'hepatite NANB sont soumises k un traitement de centrifugation, suivi d'un 
45 traitement de filtration k travers un element fittrant dont la porosite est de I'ordre de 0.22 urn, pour extraire 

ledit agent viral des feces. 

Selon un mode de mise en oeuvre du procede d'isolement de I'agent viral susdit, le traitement de 

centrifugation est avantageusement constitue par une operation de centrifugation k 5000 - 8000 g environ 

pendant 10 minutes environ, 
so Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede d'isolement de I'agent viral susdit, prealablement 

aux operations de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait de feces est soumis k un traitement par 

ultra-sons ou k un traitement de dissociation chimique. 

La presente invention a egalement pour objet un autre procede d'obtention de I'agent viral susdit, qui 

est caracterise en ce que des hepatocytes ou des lignees cellulaires continues d'hepatocytes sont inocuies 
55 par un extrait de feces d'un patient atteint d'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe (de 

preference Saimiri) inocute par un extrait de feces de patients souffrant d'hepatite NANB, et cuitives jusqu'a 

confluence de la culture, a partir de laquelle est realises une sous-culture, qui est centrifugee apres 

plusieurs passages, pour recueillir I'agent viral recherche. 
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Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce process, le culot de centrifugation est repris par 
un tampon approprie pour etre soumis a un traitement par ultra-sons qui libere dans le surnageant. I'Ag 
NANB. 

La presente invention a en outre pour objet un proc&Je de detection d'antigene NANB present dans les 

s feces de patients atteints d'hepatite virale NANB epidemique, spora-dique ou post-tranfusionnetle, ca- 
racterise en ce qu'il met en oeuvre des immunoglobulines isolees de serum de patients convalescents, ou 
de singes prealablement infectes par le virus de I'hepatite NANB, qui sont incube*es avec des extraits de 
feces de mammiferes presumes atteints d'hepatite virale NANB. pour former un immuncomplexe antigene- 
anticorps qui est reveie a I'aide d'un test de detection approprie de la presence de I'antigene NANB dans 

10 lesdites feces, tel qu'un test ELISA ou un test radioimmunologique. notammerrt. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du proc§d§ de detection d'antigene NANB dans les 
feces de patients atteints d'hepatite NANB, celui-ci est caracterise en ce que des extraits de feces de 
mammiferes presumes infectes par te virus NANB. obtenus par centrifugation et filtration des feces de ces 
mammiferes, sont incubes avec une fraction d'lgM anti-NANB isoiee de scrums de patients, ou de singes 

is infectes artificiellement par des extraits de feces de patients humains connus pour etre atteints d'hepatite 
NANB, laquelle fraction est fixee sur un support solide, puis avec une fraction d'lgG immune anti-virus 
NANB purifie selon I'invention, d'un mammifere, de la meme espece ou d'une espece voisine. marquee 
avec un marqueur enzymatique tel que la 0-galactosidase ou la peroxydase, la reaction etant developpee a 
I'aide d'un substrat reveiateur approprie tel que l'orthonitrophenyl-0-D-galactopyranoside ou Por- 

20 thophenylene-diamine. en tampon acide. Le marquage peut Stre fait egaiement avec un element fluorescent 
ou radioactif selon les methodes connues de I'homme de I'Art. 

Conformement a I'invention, des souches de Pagent viral conforme a I'invention, isolees comme demerit 
dans ce qui precede et cl-apres, et caracterisees comme indique .plus loin, ont ete deposees aupres de la 
COLLECTION NATIONALE DE CULTURE DE MICROORGANISMES tenue par IMNSTITUT PASTEUR, en 

25 date du 30 Octobre 1986, a savoir : 

- une souche d'agent viral isoie de feces d'un malade atteint d'hepatite NANB sporadique. dite 
"Souche Clamart B , qui a ete affectee du NumeVo de depot : 1-617, 

- une souche d'un agent viral isoie de feces d'un malade atteint d'hepatite NANB epidemique, dite 
"Souche ivoirienne", qui a £te affectee du Numero de depot : 1-616. 

30 Selon un mode de mise en oeuvre du proc&l§ de detection des anticorps presents dans le sang du 
malade ou du convalescent ou dans des produits utilises en transfusion sanguine ou dans des fractions 
derivees de sang, ayant £te en contact avec le virus agent causal de I'hepatite non A non B, tel que defini 
selon la presente invention, dont les souches 1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction immunologi- 
que croisee avec les deux souches de reference, le serum du malade ou du patient convalescent est mis 

35 en contact avec la preparation virale purifiee (ou avec une fraction de celle-ci) telle que recueillie dans les 
conditions mentionnees ci-dessus, apres centrifugation et isolement de la bande correspondant a une 
densite de 1 ,30. 

Ladite preparation virale est fixee, par exemple, sur les parois d'une microplaque selon les techniques 
connues. 

40 Le complexe Ag/Ac est revile par une preparation d'anti-immunoglobu lines humaines marquees par un 
marqueur ade*quat, par exemple une enzyme. 

Un systeme analogue peut etre utilise pour caracteriser une activity anticorps dans les IgM d'un patient 
en vue d'un diagnostic serologique tres precoce de la maladie, en utilisant des anti-lgM humaines, ou 
mieux en captant les IgM d'un serum en les faisant r6agir avec le virus ou ses fractions et en caracterisant 

4$ I'Ag fixe sur I'lgM du malade. 

La presente invention a, de plus, pour objet des reactifs immunologiques pour la detection de ('hepatite 
NANB epidemique, sporadique ou post-transfusionnelle, qui sont caracterises en ce qu'ils sont constitues 
par des immunoglobulines isolees du serum de convalescents humains ou de serum de singes 
prealablement infectes par le virus de ('hepatite NANB, lesquels reactifs sont aptes a former un immuncom- 

so plexe antigene-anticorps iorsqu'ils sont incubes avec des extraits de feces contenant des antigenes 
d'hepatite NANB. 

Selon un mode de realisation avantageux des reactifs immunologiques conformes a fa presente 
invention, ceux-ci sont aptes a former un immuncomplexe par incubation avec. des extraits de feces 
d'individus contamines par du virus NANB selon I'invention et purifies par centrifugation et filtration. 
55 La presente invention a egaiement pour objet un reactif immunologique pour la detection de I' hepatite 
virale NANB epidemique, sporadique ou post-transfusionnelle, caracterise en ce qu'il est constitue par un 
anticorps anti-hepatite NANB prepare a partir de serums d'animaux artificiellement infectes par ingestion 
d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite virale NANB, ou de serums d'animaux immunises par le 
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virus NANB ou ses fractions purifiees. 

Selon un mode de realisation avantageux de ce r^ac tit immunologique, I'anticorps anti-hepatite NANB 
(IgM ou IgG) est fixe sur un support solide. 

Seion une modality avantageuse de ce mode de realisation, le support solide revetu d'anti corps anti- 
5 hepatite NANB est en outre recouvert d'une proline, telle que BSA en particulier, de preference en solution 
tamponnee. 

Le rgactif immunologique conforme a la presents invention est mis en oeuvre dans le proc^dd de 
detection d'antig&ne NANB conforme a Pinvention en I'incubant avec des extraits de feces ou des produits 
sanguins ou du serum de patients, puis avec des fractions d'anticorps purifies a partir de serums de 
ro patients convalescents d'hepatite NANB epidemique, ou de serums d'animaux infects artificiellement 
immunises contre ce virus, lesdits anticorps etant marques par une enzyme convenable telle que la 0 • 
gaiactosidase, par exemple. La reaction est developpee k I'aide d'un substrat reveiateur approprie tei que 
I'orthonitrophenyl-jS-galactopyranoside. 

Le precede de diagnostic in vitro de la presence du virus de I'hepatite NANB conforme a la presente 
;s invention consiste done a mettre en contact un serum ou un autre milieu biologique d'un patient dont on 
cherche a etablir le diagnostic, avec au moins une des prolines ou des glycoproteines du virus NANB ou 
avec un lysat viral ou avec un extrait viral, puis a detecter la reaction immunologique par la mdthode ELISA 
ou par une autre m&hode immunoenzymatique ou une m£thode par immunofluorescence, qui peut mesurer 
directement ou indirectement I'immunofluorescence ou la reaction immunoenzymatique. 
20 C'est la raison pour laquelle la presente invention englobe egalement les extraits viraux marques, qu'ils 
soient marques par une enzyme, par fluorescence ou qu'ils soient marques par une radioisotope. 

Les methodes d'immunodetection comprennent, comme on le sait : 

•le depot de quantites d'extrait specifique ou des prolines virales conformes a I'invention, dans ou sur 
un support tet que les puits d'une micropfaque de titration ; 
25 -('introduction de dilutions croissantes du serum a diagnostiquer sur ledit support, tel que lesdits puits ; 
•('incubation du support tel que la microplaque susdite ; 

-le lavage soigneux du support tel que la microplaque susdite a I'aide -d'un tampon convenable ; 

-('introduction d'anticorps antHmmunoglobuline humaine marques specifiques dans ou sur le support tel 
que les puits de la microplaque susdite, le marquage etant realist par une enzyme choisie parmi celles 
30 capables d'hydrolyser un substrat de telle manfere que ('absorption de radiations par ce dernier soit 
modifiee au moins dans une bande specifique de longueurs d'ondes, et 

-la detection, de preference de manfere comparative, par rapport a un temoin. de la quantity de substrat 
hydrolyse. a la fois par la mesure du produit biologique dangereux et par la presence effective de la 
maladie. 

35 La presente invention a egalement pour objet un kit - ou ensemble - pr§t a i'emploi pour la realisation 
du procede de diagnostic (recherche de I'anticorps ou du virus NANB) conforme a I'invention, defini plus 
haut, iequel kit est caractSrise en ce qu'il comprend : 

-un extrait ou une fraction purifide de I'agent viral conforme a ('invention, Iequel extrait ou fraction est 
marque, par exemple par un radioisotope, une enzyme ou par immunofluorescence ; 
40 -des anti-immunoglobuiines humaines ou une proteine A eventuellement fix6es sur un support insoluble 
dans I'eau tel que spheres d'agarose ou de latex, magn&iques ou non ; 
-des tampons et, si n£cessaire, des substrats pour visualiser les marquages. 

La caracterisation de certains des antig&nes qui entrent dans la composition de Pagerrt viral isol£ 
conform6ment a la presente invention a ete realisSe dans un premier temps sur la souche Clamart, en 
45 procedant comme d£crit ci-apr§s. 

La souche Clamart a ete isoiee a partir de selles d'un patient atteint d'hepatite NANB sporadique. 

Le surnageant desdites selles a ete centrifuge en gradient de chlorure de cesium dont la bande 
contenant I'antigSne viral purifie comme defini plus haut a ete recueillie et sa densite determinee comme 
etant de 1 ,30. 

so Les epitopes reconnus dans le test de diagnostic defini plus haut, sont portes par ces antigfcnes, qui 
peuvent a ce titre, §tre utilises dans ledit test. 

Le reactif apte a §tre utilise pour la detection d'hepatite NANB conforme a; la presente invention, est 
prepare et utilise comme decrit ci-aprfcs : 

Des singes sont artificiellement infectes par ingestion de feces de patients atteints d'hepatite NANB 
55 epidemique. 

Les serums de singes utilises sont ceux collectes le 276me jour aprds I'infection, a partir des singes 
infectes artificiellement comme indique plus haut. Ces serums sont chromatographies sur une colonne de 
gel de dextrane dans un tampon Tris-NaCI 0,1 M, pH 8 pour isoler les anticorps recherches qui sont des 
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IgM anti-NANB. 

Les Igm ainsi isoiees sont fixees sur des supports solides, tels que de preference des plaques de PVC, 
en mettant (es IgM a des concentrations d'environ 10 a 50 ug de proteines par ml de PBS, en contact avec 
les supports solides pendant 18 a 24 heures a + 4°C. II est prefere que ces plaques de PVC revetues des 
5 IgM anti-hepatite NANB, soient ensuite recouvertes d'une couche de PBS contenant 1 % de BSA 
(serumaJbumine bovine) et 0,1 % de Tween 20". Les plaques de PVC doublement rev§tues sont alors 
pretes a I'usage en tant que reactif de diagnostic utile pour la detection de I'agent viral associe a I'hepatite 
NANB. 

Le procede de diagnostic conforrqe a la presents invention commence de preference par i'incubation 
90 desdites plaques de diagnostic avec des extraits de feces a diagnostiquer. pendant 1 heure a 37°C. Les 
plaques sont ensuite incubees avec des fractions d'lgG obtenues par purification de serums de patients 
convalescents d'hepatite NANB epidemique. par chromatographie sur une colonne de DEAE-Trisacryl et 
marquees par une enzyme, de preference la beta-galactosidase, d'hydrolyse d'un substrat revelateur en 
presence duquel a lieu la reaction, et qui est de preference Porthonitrophenyl-beta-D-galactopyranoside. 
75 La methods de detection conforms a {'invention peut egalement consister a rechercher la presence 
d'anticorps NANB dans le serum ou autre milieu biologique d'un malade ou d'un convalescent ; en pareil 
cas, le serum est mis en contact avec la preparation virale conforme a ^invention - collectee par exemple 
apres centrifugation et isolement de la bande de densite* a 1,28-1,32 g/cm 3 correspondante ou avec une 
fraction de cette preparation virale ; cette preparation virale, ou I' une de ses fractions, est mise en reaction 
20 avec une preparation d'lgM ou d'lgG qui revet les parois d'une microplaque d'une maniere connue de 
I'Homme de I' Art La formation d'un immuncomplexe (virus ou fraction de celui-ci - anticorps humains anti- 
virus) s'oppose alors a la revelation de I'antigene qu'it contient par I'lgG de convalescent marquee par 
exemple par une enzyme. 

La recherche d'anticorps a I'aide de cette methods de detection peut etre effectuee dans le sang de 

25 malades ou de convalescents, dans les produits utilises dans les transfusions sanguines et dans les 
fractions derivees du sang de personnes ayant ete exposees a I'agent causal de ('hepatite NANB tel que 
defini plus haut, parmi lesquetles les souches 1-617 et 1-616 et ceJIes presentant une reaction immunologi 
que croisee avec ces deux souches de reference, notamment la souche isolee de patients atteints 
d'hepatite NANB post-transfusionnelle, dont les proprietes immunologiques sont identiques a celles de la 

30 souche 1-617, et qui est identifiee comme souche virale "H-SET" deposee le 5 Fevrier 1987 sous le N° 
87.02.05.02 aupres de la Collection ECACC (Grande-Bretagne). 

Bien que les donnees cliniques et epidemiologiques aient pu suggerer que la forme epidemique de 
I'hepatite NANB presentee par des patients atteints d'hepatite NANB epidemique est due a un virus 
different de celui qui est a I'origine de I'hepatite NANB post-transfusionnelle transmise par injection 

35 parenterals, conformement a la presents invention IMnventeur a pu isoler de patients atteints d'hepatite 
NANB post-transfusionnelle une nouvelle souche de virus NANB dont les proprietes immunologiques sont 
pratiquement identiques a celles des souches deposees le 30 Octobre 1986 sous les N° 1-616 et 1-617 
aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur. Des tests serologiques tres sensibles de presence de virus HAV et 
HBV ont permis d'exclure ces deux virus en tant qu'agents ethioiogiques et d'exclure, de meme, d'autre 

40 virus hepatotropes tels que le cytomegalovirus, le virus d'Epstein-Barr et le virus de la fievre jaune. 

La presents invention a en outre pour objet un nouvel agent viral purifie implique dans les formes 
sporadique, epidemique et post-transfusionnelle de I'hepatite NANB. Ce virus se distingue des virus HAV et 
HBV en ce qui conceme I'homologie antigenique de ses proteines en tant que materiel genetique. 

Les compositions preparees conformement a la presents invention (antigenes viraux purifies, proteines 

45 recombinantes obtenues par ('expression du virus NANB dans des cellules procaryotes ou eucaryotes ou 
peptides synthetlques dexfuits de la sequence du genome) peuvent etre utilisess pour le diagnostic de 
I'hepatite NANB ou pour la vaccination pro pre a induire la synthese d'une reponse immune orotectrice 
apres administration a I'hote. 

La presents invention englobe toutes les compositions de ce type contenant un antigene presentant des 

so proprietes immunologiques equivalents^ a celles du virus NANB Clamart (CNCM 1-617) ou Cdte d'lvoire 
(CNCM 1-616). En effet, deux proteines ou antigenes sont consideres comme equivalents dans le cadre de 
la presents invention lorsqu'ils sont capables d'etre reconnus par les memes anticorps. Les produits 
exprimes par des sequences correspondantes du materiel genetique codant des sequences genetiques 
correspondantes sont par suite, comprts dans le cadre de tels antigenes equivalents. 

55 La presents invention englobe egalement les serums pouvant etre produits a partir d'animaux par 
inoculation a ces demiers de virus NANB a I'aide des compositions precitees. En particulier, la presents 
invention englobe les anticorps polyctonaux specrfiquement diriges contre chacun des antigenes du virus 
NANB. Elle englobe egalement les anticorps monocfonaux susceptibles d'§te obtenus par des methodes 
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appropriees et dirigees plus spEcifiquement contre tes antigenes du virus NANB. 

Conformement k la presents invention, ('utilisation du virus ou de son tysat ou d'une fraction de ce lysat 
peut etre envisagEe pour la preparation d'anticorps monoctonaux et te lysat viral ou les fraction de celui-ci 
ou les prolines purifEes a partir de ce virus, du lysat ou de ses fractions, peuvent etre utilises pour la 

5 recherche d'anticorps dans le sErum des patients par mise en oeuvre de tests classiques de type RIPA, 
EUSA ou Western blot (immunoempreinte). 

Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux peuvent etre utilises dans un grand nombre duplications 
au nombre desquelles on peut citer la neutralisation de Pantigene correspondant ou du virus total, lis 
peuvent Etre utilises pour dEtecter des antigenes viraux dans des preparations biologiques ou pour purifier 

io des antigenes correspondents. 

La presente invention englobe Egalement tout virus de I'hEpatite NANB Equivalent prEsentant les 
m ernes caractEristiques immunologiques. Les travaux menEs par I' Invents ur ont montrE la relation immuno- 
logique entre les matEriels antigEniques isolEs d'extraits de feces de malades attaints respectivement 
d'hEpatite NANB EpidEmique, sporadique et post-transfusionneile. 

is C'est ainsi que la souche de type Clamart (dEposEe sous le N° 1-617 aupres de a CNCM et Egalement 
deposEe aupres de la Collection ECACC sous le N° 87.02.05.02) a EtE isolEe k partir des selles d'une 
mafade qui prEsentait une hepatite aigUe NANB dOment caractErisEe comme hEpatite NANB transfusionnel- 
le. Les selles contenaient Pantigene conforme k I'invention. Egalement caractErisE , conform Em ent a 
I'invention, dans les hepatites EpidEmiques (CSte d'lvoire)et sporadiques (France). 

20 Un antigene associE au virus de I'hEpatite NANB a EtE caractErisE pendant 15 jours a ta phase aigOe 
de la maladie. D'autres cas similaires ont EtE observEs avec caractErisation du meme antigene dans les 
selles et isolement d'un virus prEsentant les caractEristiques immunologiques identiques aux virus 1-616 et 
1-617. 

Outre les dispositions qui precedent ('invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 

25 de la description qu va suivre. 

L'invention sera mieux comprise k I'aide du complEment de description qui va suivre, qui se rEfere a 
des exemples de mise en oeuvre du procEdE objet de la prEsente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples de mise en oeuvre sont donnEs uniquement k 
titre d'illustration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

30 Au cours d'une premiere Etape, deux singes Cercopithecus aethops et un singe Erythrocebus patas ont 
EtE inoculEs par voie orale par 2 ml d'un mElange d'un extrait aqueux a 10% de feces de patients ivoiriens 
presumes atteints d'hEpatite NANB EpidEmique, coilectees au cours des premiers jours ayant suivi 
('apparition des symptdmes. Le mElange avait EtE prEaiabiement centrifugE et fittrE a travers des filtres 
Millipore de 0,22 am pour Eliminer les bactEries et les parasites. Les Echantillons de sErum et les 

35 Echantillons de feces de ces singes ont EtE collects d'une part avant I'administration de I'extrait de feces 
et d'autre part le vingt-septieme jour apres Pinoculation. Les fonctions hEpatiques de ces singes n'ont pas. 
EtE etudiees; ces animaux ne prEsentaient pas de manifestations cfiniques Evidentes. Un singe Saimiri a 
egalement EtE inoculE dans les memes conditions par 0,5 ml d'un extrait de feces provenant d'un patient 
ivoirien different de ceux utilises pour les singes verts d'Afrique. Un second singe Saimiri qui avait EtE 

40 inoculE trois mois auparavant par une preparation fEcale de virus d'hEpatite A et sEroconverti i'aide 
d'anticorps IgM anti-HAV au jour 29. a EtE inoculE par voie intraveineuse par 0,5 ml du mEme Echantillon de 
feces fiftrE. Les deux singes Saimiri ont EtE saignEs deux fois par semaine pour effectuer des examens 
biochimiques et sErologiques et leurs feces ont EtE examinees quotidiennement. Les deux singes Saimiri 
sont morts au jour 26, sans avoir prEsentE de symptdmes particuliers. Aucun des singes n'avait prEsentE 

45 de preuve biochimique convaincante d'un dysfonctionnement hEpatique et I'examen histologique effectuE 
post-mortem a montrE une congestion du foie sans lEsion du parenchyme. Les sErums de ces cinq singes 
ont EtE fractionnes dans du tampon Tris NaCI 0.1 M, pH 8, sur du "Sephacryl S 300" et les fractions 
contenant des IgM et des IgG ont EtE coliectEes. Eiies ont EtE utilisEes en tant qu'anticorps rEcepteurs dans 
un test immunoenzymatique. L'lgM a EtE choisie pour sa capacitE de capture ElevEe et pour emp§cher les 

so reactions faussement positives dues a un facteur rhumatoVde ou analogue au facteur rhumato'ide, qui a EtE 
reconnu comme stimulant Pantigene NANB. 

En fait, on pourrait Egalement utiliser PlgG bien que son bruit de fond soit un peu plus ElevE que celui 
de I' IgM et sa specificity dEficiente pour certaines prEparations. 

Pour la fixation d'antigene de feces sur Panticorps en phase solide, des IgG provenant de 

55 sErums de convalescents ont EtE fractionnEes par chromatographie sur DEAE-trisacryl, apres prEcipitation 
par du (NH*)2SOa. Les IgG ont EtE conjuguEes a la 0-galactosidase ou a la peroxydase. Des IgG marquEes 
ont EtE utilisEes pour la dEtection de PantigEne : une prEparation d'lgG provenant d'un patient ivoirien 
convalescent d'une hEpatite NANB EpidEmique; une prEparation d'lgG prElevEe chez un patient algErien 
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gueri, au cours de I'6pid6mie de Medea en 1981-1982; enfin I'lgG d'un singe Cercopithfcque inocule 
experimentalement. Les preparations d'lgG des trois origines ont donne des resultats equivalents. Pour 
chaque singe, on a utilise de I'lgM de preinoculation en phase solide comme temoin de specificity dMgM de 
post-inoculation. De IMgG humaine marquee non-immune a et£ utilisee comme temoin de marquage d'Ag. 

s Les feces de singes inoculSs ont 6t6 examinees pour etablir la presence d'un Ag presumi NANB dans le 
test EUSA. Une activity arrtigSnique a 4te d&ectee dans les feces des deux singes Saimiri (cf. Tableau 1). 
L'application d'un traitement par ultra-sons a permis d'augmenter fa quantite d'antigene d£tect£ et a 
augmente la sensibtlite de la methode. L'Ag est apparu d§s le quatrieme jour apfes ['inoculation et a 
persiste jusqu'au treizieme jour. 

w Le Tableau 1 montre 1'Ag NANB detecte dans les feces de singes infects experimentalement par des 
extraits de feces provenant de patients atteints de NANBH epidSmique. 

La detection a ete realisee comme suit, en mettant en oeuvre la technique EUSA : des immunoplaques 
NUNC ont 4te revetues de 100 ul de 50 ug/ml de fraction d'lgM, ^chantillonnees 27 jours apres inoculation, 
dans une solution physio logique de tampon phosphate (PBS) pendant une heure k 37°C et une nuit a 4°C. 

T5 Apr&s plusieurs lavages, les plaques ont Ste recouvertes de 200 ul de PBS contenant 1% de serum- 
albumine bovine et 0,1% de Tween 20, pendant trois heures k 37° C. AprSs lavage, 100 ul des extraits de 
feces (1/10 V/V) filtrSs sur un 6l6ment de porosity 0,22 urn sont incubus sur les IgM du revetement, k 37°C 
pendant une heure, puis une nuit k 4°C. Apres plusieurs lavages, 100 ul d'lgG de singe immun marquee k 
la peroxydase k 5 mcg/ml dans 1 % de BSA + 0,1 % de Tween 20 dans du tampon Tris sodique, pH 7,6 

20 (TUB) contenant 0,1 % de NaNi ont ete utilises pour la detection de I'Ag. Au bout d'une heure d'incubation 
k 37 °C et plusieurs lavages, la reaction a ete developp£e k I'aide de 100 ul d'ortrtophenylene-diamine dans 
0,005 M de tampon citrique pH 5.6, avec 1 ul/mi H2O2. Les resultats obtenus sont exprim6s par le rapport 
entre I'Schantillon §tudie et la moyenne de cinq echantiilons n§gatrfs (P/N). Le bruit de fond des 
gcharttillons' nggatrfs a 6t§ de I'ordre de 0,04-0,06 en densite optique (00) k 492 nm. II est plus 6fev6 si le 

25 NaN3 a ete omis, mais, dans ce cas, des quantifes de r£actifs plus faibles doivent etre mises en reaction. 
Les echantiilons dont le rapport P/N 2,1, ont ete consid£r6s comme positrfs. Les f§ces (1/10 poids/poids) 
qui ont ete examinees Staient de deux types : celles ayant subi un traitement aux ultra-sons et celles 
n'ayant pas subi un tel traitement; le traitement aux ultra-sons applique est de trois minutes k 4°C, avec 
une intensity de sortie de 4 avec Pappareil de BRENSON pour des volumes de 2 k 3 ml avant 

30 centrifugation et filtration k travers un element de porosis de 0,22 um. Les r§sultats positifs sont soulign^s 
dans le Tableau 1. Les feces d'un singe Saimiri ayant regu de Pextrait de feces d'un patient atteint d'une 
maladie du foie non-infectieuse ont servi de temoin et ont constamment donn£ des resultats negatifs. 
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TABLEAU 1 



Ncnbre de jours 
apres inoculation 



P/N sans traiteraent 
par ultra-sons 



Singe N* 1 
(inoculation 
par voie 
intraveineuse ) 



Singe N* 2 
(inoculation 
par voie 
) 



P/N avec traitement 
par ultra-sons 



Singe N* 1 



Singe N* 2 



0 
4 
7 
9 
11 
13 
15 
19 



1,15 
2,47 
6,48 
3,64 
1,12 
1,30 
1,51 
1,53 



1,14 
1,60 
3,28 
2,24 
1,40 
1,46 
1,68 
1,51 



1,18 
5,10 
8,78 
4,72 
1,95 
2,40 
0,93 
1,20 



1,07 
0,79 
5,52 
5,82 
5,20 
0,80 
0,90 
0,80 



Une deuxieme dtape a consists a 6tudier des feces de patients atteints d'une hepatite NANB aigCe 
presumee, aussi bien sous sa forme epidemique (patients ivoiriens) que sous sa forme sporadique (patients 
francais). Le diagnostic de I'hepatite NANB a 6ti etabli conformgment aux entires immunologiques 
classiques des trots types d'infections par des virus d'hepatite (A.B. delta) : presence ou absence d'lgM et 
d'lgG anti-HAV pour I'infection par le virus A; HBsAg, anti-HBc et IgM anti-HBc, anti-HBs, pour I'infection 
par HBV; les Ag delta et anti-delta pour I'infection par HDV, le cas echeant. Pour les patients ivoiriens, les 
marqueurs de la fievre jaune ont et6 recherches. On a egalement recherche chez tous ces patients 
I'infection par le cytomegalovirus par immunocapture d'anticorps IgM et I'infection par le virus d'Epsteln- 
Barr, par detection d'lgM anti-VCA dans les taches immunofluorescentes. L'Ag associe 1 a la NANB a 6t6 
detecte aussi bien dans les cas epidemiques que dans les cas sporadiques (cf. Tableau 2). II n'a pas 6te 
detect^ d'Ag dans 90 extraits timoins de patients europeens presentant d'autres troubles gastrc-intestinaux. 
Dans la plupart des cas, ces rgsuKats ont ete confirmed plusieurs fois avec differentes IgM ou IgG en phase 
solide et avec differentes IgG marquees. Les m§mes echantillons positjfs ont Studies avec I'lgM 
prSimmune recouvrant une plaque et il n'a pas 6t$ detects d'antjgene. II en resulte que I'Ag detecte paratt 
^traitement lid au virus NANB. 

Le Tableau 2 ci-apres illustre la detection d'Ag NANB dans les feces de patients atteints d'hepatite 
NANB epidemique (de C8te d'lvoire) et sporadique (de France). 90 feces de patients suspectes d'infections 
gastro-intestjnales ont 6t6 utilisees comme temoins. Tous les echantillons presumes NANB et 17 des 90 
temoins ont 6i& soumis a un traitement par ultra-sons. Oe I'anticorps (Ac) humain marque' a la peroxydase 
ou la jS-galactosidase, a 6te utilise comme traceur d'Ag. 
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TABLEAU 2 





Ecnanti lions ae 

feces de Cote 
d'lvoxre : cas 
epidemiques 


LCnanLiiions ae 
feces de France : 
cas sporadiques 


Teraoins 
de 
France 


AG NANB 








positif 


17 


7 


0 


AG NANB 






90 


negatif 


44 


10 



Pour verifier que TAg detects est effectivement etrottement lie au virus NANB, au cours d'une troisfeme 
etape, des ligneles cellulaires continues d'origine hSpatocytiques. PLC/PRF 5 et HEP G2, et des cellules 
normales humaines fibroblastiques MRC 5, ont 6X6 inoculSes dans du milieu de DULBECCO contenant 10% 
de serum de veau foetal, par un extrait de feces d'un malade atteint d'h$patite NANB. Aprfes confluence de 
la culture, une sous-culture a &e r6alis6e apr§s addition d'EDTA-trypsine. Dans certains cas, des 
substances toxiques pr§sentes dans les feces provoquent la mort des cellules pr&rocement iors de la 
premiere semaine, tandis que d'autres feces non toxiques pour les lignSes cellulaires. induisent la mort des 
cellules apr&s plusieurs passages. Cet effet lethal sp^cifique a 6x6 observe uniquement avec la lignee 
cellulaire PLC/PRF 5 mais ne I'a pas 6X6 avec la lignee cellulaire HEP G2 et les cellules MRC 5. Aprfcs 
traitement des cellules aux ultra-sons et filtration sur porosite 0,22 am, de I'Ag NANB a dStecfe dans ie 
surnageant de PLC/PRF 5 infecttes mais pas dans le surnageant des HEP G2 infectees dans les mimes 
conditions. 

Pour des extraits de foie de singes inocul^s, on n'a pas observe de toxicite cellulaire aprfcs inoculation 
et les cellules PLC/PRF 5 ont present^ une positivite antigdnique de la mSme maniere que dans le cas 
d'echan tiilons de feces (cf. Tableau 3). 

Le Tableau 3 illustre la detection d'Ag NANB dans fa lignSe cellulaire d'h^patome inoculSe par un 
extrait de feces d'un patient ivoirien souffrant d'hgpatite NANB gpidSmtque et par un extrait de foie d'un 
singe Saimiri infecfe (N° 1). 

L'extrait de foie a 6X6 pr£par§ dans du PBS (10% poids/poids) et homogenise a l'aide de 
rUltraturax". Aprfes centrifugation, le culot a 6X6 remis en suspension dans 4 fois son volume de TNB et 
soumis & un traitement aux ultra-sons en presence de 0,005 mg/ml de chlorure de phenylm&hylsutfonide 
(PMSF). 

Un extrait de foie d'un singe Saimiri inoculS par un extrait de feces de patients souffrant d'une maladie 
de foie non-infectieuse a servi de t^moin. 

Aprfes trois passages, les cultures cellulaires inocuiSes ont 6x6 centrifuges. Le culot a 6X6 repris dans 
du TNB et aprfes addition de PMSF, les cellules ont 6X6 soumises k un traitement aux ultra-sons. Les 
chiffres indiquent le rapport P/N. 
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TABLEAU 3 





Cellules ino- 


Cellules ino- 


Cellules iro- 


Cellules 


LignSe 


cul&es par de 


culees par de 


culees par de 


ncn- 


cellulaire 


I'extrait de 


I'extrait de 


I'extrait de 




d'hepatome 


feces de pa- 


foie de singe 


foie de singe 


culies 




tient ivoirien 


Saimiri infectS 


Saimiri t&roin 




PLC/PRF 5 


8,19 * 


4,39 


2 


1,01 


HEP G2 


1,62 


1*14 


2 


1,07 



* apres dilution a 1/100 P/to : 6,29. 



II semble ressortir des essais preiiminaires da marquage par immunofluorescence qu'une cellule sur 50 
environ, seulement, soit infectee, dans les conditions experimentaies. 

Une quatrieme etape a eu pour objet de purifier Pantigene associe au virus, provenant d'echantillons de 
feces de difterentes origines. Trois profils de repartition d'antig&ne ont ete observes et sont repr£sent$s h 
la figure 2 annexes qui montre que dans des echantillons frafchement utilises, I'activrte antiggnique apparalt 
sous la forme d'une bande k une density de 1,29-1,32 g/cm 3 . Certains des echantillons de f&ces conserves 
k + 4°C pendant quelques mois, ou des echantillons frais ayant subi un traitement par ultra-sons, n'ont 
presente d'activite antigenique qu'k une density de 1,12-1,19 g/cm 3 , tandis que d'autres preserttaient une 
activity aux deux densites. 

La figure 2 represents la repartition de I'antigene dans le gradient de CsCI apres ultracentrifugation 
isopycnique, obtenue en procedant comme suit : 

3 ml d'echantillons de feces (10 % dans RPMI) ont ete fractionn^s apres filtration k travers un element 
ftltrant de 0.22 am de porosite. dans un gradient de CsCI de densite comprise entre 1,1 et 1,6 g/ml. La 
centrifugation isopycnique (48 heures) a 78000 g a iti effectuee dans des tubes de 12 ml (1,2,3.2, 0,5. 0,5 
ml de CsCI de densite 1,1, 1.2, 1.3, 1,4, 1,5 et 1,6 respectivement). 0,6 ml de fractions ont ete collects et 
testes pour determiner la presence d'antigene NANB apres deux dilutions. 

Dans la figure 2: 
A de'signe les feces fraches 

B et C des feces consents ou traces aux ultra-sons. 

Du materiel antigenique k faible density apparaissant dans ces conditions est suppose r£sulter d'un 
effet de decomposition par des enzymes contenues dans les feces ou par un traitement physique. Les 
fractions de CsCI k antigenicity positive ont ete soumises k une ultracentrifugation dans un gradient de 
saccharose variant de 10 k 60 % poids/volume e t les fractions reactives ont ete etudiees k I'uttramicrosco- 
pe. L'antigene NANB a ete trouve* k 40-41,5 % de saccharose et de fagon predomihante k 26-28 % de 
saccharose. Sept preparations obtenues k partir de 9 echantillons k antigenicity NANB positive, compor- 
taient des particules virales : une provenant d'un singe Saimiri inocuie (le second singe n'a pas ete 
examine), deux provenant de deux des trois patients attaints d'hepatite NANB epid^mique aigOe (C6te 
d'lvoire), quatre provenant de quatre des cinq patients attaints d'hepatite NANB sporadique (France). Deux 
types de particules virales spheriques ont ete observers : des particules de grandes dimensions . de f'ordre 
de 75 nm de diam&tre, qui presentent une structure k double membrane, et des particules de dimensions 
plus petites, homogenes, de 25 k 30 nm de dlametre environ, sans aucune structure interne definie. Une 
structure tubulaire de 15 nm de diametre (ou de largeur) et dont la longueur peut atteindre 1 urn, plus ou 
moins fixee aux particules, a ete observee et est representee k la figure 3 annexed. Certaines images 
donnent Pimpression que des tubules partent de I'enveloppe des particules virales de grandes dimensions. 
Les particules les plus caracteVistiques ont ete observers dans des echantillons frais n'ayant pas subi de 
traitement par ultra-sons. Des particules spheriques de grandes dimensions ont pu §tre observees pour la 
plupart dans des fractions de densite comprise ehtre 1,29 et 1,32 g/cm 3 et dans la fraction de 40-41,5 % de 
saccharose du gradient de saccharose, tandis qu'on n'a pu observer que des particules de dimensions 
moindres dans ies fractions de CsCI presentant une densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 et dans la 
fraction du gradient de saccharose a 26-28 % de saccharose. II n'a pas encore pu §tre etabli si les 
particules les plus petites et de densite plus basse represented une forme de liberation du virus de depart 
Six echantillons de f§ces k antigenicity negative ont egalement ete etudies simuftanement de la m§me 
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maniere pour servir de tSmoins. On n'a trouve dans aucune de ces preparations une structure ayant 
I'aspect de particules. 

Une dernfere etape a permis de mettre en Evidence que la detection d'Ag NANB dans les feces 
cfemontre que le virus NANB epidemique est frequemment implique dans Phepatite NANB sporadique. De 
5 I'Ag NANB assocfe au virus a ete detecte dans sept echantillons de feces parmi 17 patients examines 
atteints d'hepatite NANB sporadique aigue (cf. figure 3). Des examens serologiques ont confirme ces 
resultats : parmi huit patients dont on disposait des scrums, sept d'entre eux presentment un serum avec 
I'anticorps anti-NANB. 

La figure 3 illustre la caracterisation de particules virales au microscope electronique dans les feces de 
10 singes infectes par NANB et de patients atteints d'hepatite NANB. 

Aprfcs ultracentrifugation isopycnique comme d^crit en relation avec la figure 2, les fractions positives 
ont ete melangees, puis diaiysees contre du TNB, puis eiies ont ete soumises a une ultracentrifugation 
zonale dans un gradient de saccharose (10-60 % poids/poids) a 78000 g pendant 5 heures. Les fractions 
positives ont ete melangees, diaiysees. concentres et examinees au microscope Electronique. Une goutte 
75 de preparation viraie a ete 6taJ6e sur une grille de 200 mesh revetue de carbone et apres absorption sur 
papier-filtre, une goutte de 2 % d'acetate d'uranyle dans de I'eau distill^e a ete ajoutee. Au bout de deux 
minutes, la grille a 6te essuyee avec du papier-filtre et etudfee au microscope JEM 100 C x II. 

Les figures 4.et 5 annexees represented des coupes vues au microscope eiectronique aprds coloration 
par Tacetate d'uranyle de cellules PLC/PRF 5 inocufees avec un extrait de selles d'un patient souffrant 
20 d'hepatite non A non B chez lequei I'Ag a et6 detecte dans ses selles selon les techniques decrites plus 
haut. 

Les particules virales sont retrouvees dans le noyau et le cytoplasme sous forme de "reseaux 
cristal!ins n ; le diametre de la particule est trfcs constant : 74 a 75 nm. La figure 4 est une vue a 
grossissement x 16000 et la figure 5 une vue a grossissement 54000. 

25 Comme les €pidemies d'hepatite NANB sont habituellement observees dans les pays en voie de 
dgveloppement il a paru inferessant d'examiner si les memes virus jouent. dans ces pays, un role dans (es 
cas sporadiques. C'est pourquoi 28 serums de patients marocains souffrant d'hepatite NANB aigue 
sporadique ont 6te examines pour determiner s'ils contiennent des anticorps vis-a-vis du virus NANB 
epidemique. 68 % des patients se sont averts presenter des anticorps anti-virus NANB epidemique tandis 

$0 que les memes anticorps n'ont ete detectes que dans 10 % de serums de donneurs de sang, dans le 
meme pays. ^ 

Le Tableau 4 ci-apr£s illustre la detection d'anticorps spdcifiques vis-a-vis de I'antigene NANB dans 
des serums de patients souffrant d'hepatite NANB sporadique. La presence d'anticorps a ete demontree 
par inhibition de la reaction dans les conditions decrites dans le Tableau 1 ci-dessus. La reaction a ete 

as reaiisee en incubant 50 ul d'un extrait de reference provenant de feces de singe infecte, pendant une heure 
a 37°C et une nuit a 4°C, avec 50 ul du serum a examiner. Toutes les autres etapes de la reaction ont ete 
realisees de la meme maniere que pour la detection de I'Ag. Le rapport P/N de cet antigene de reference 
etait de I'ordre de 6-8. 24 serums humains normaux non dilues ont ete testes dans une reaction d'inhibition 
contre I'Ag de reference comparativement au PBS ; aucun d'entre eux n'a exerce d'action inhibitrice. 

40 Ulterieurement, 50 ul d'un melange de ces serums ont servi a etablir la positivite a 100 % de la reaction. 
Les echantillons testes ont ete consideres comme positifs lorsque ('inhibition etait superieure a 50 %. 

* L'Ag NANB a ete detecte dans les feces de cinq patients souffrant d'hepatite NANB aigue ; on n'a pas 
trouve d'anticorps dans rune d'entre elles. Chez deux autres patients, la maladie aigue datait respective- 
ment de 9 et de 3 mois et il n'a plus pu etre detecte d'Ag dans les feces. Le dernier des cinq patients avait 

45 presente dans le passe une hepatite NANB avec de I'anticorps d£ce1able qui a disparu au bout de 3 ans. 
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75 

Comme is montre le Tableau 4 ci-dessus, Phemodialyse ou un travail de laboratoire impliquant la 
manipulation de sang humain ne paratt pas augmenter ie risque defection par te virus NANB. Le fait que 
Ton utilise des Ac prepares k partir de singes infects par un virus NANB epidemique, pour la detection 
d'Ag lids k un virus NANB sporadique, montre qu'il s'agit du meme virus. 
20 Les difterentes Stapes de Petude qui viennent d'etre decrites ont permis de caracteriser un nouvel 
agent viral implique dans Phepatite NANB. Get agent viral semble etre responsable aussi bien de la forme 
epidemique que de la forme sporadique et de la forme post-transfusionnelle de Phepatite NANB. 

II est different du virus HAV : 

1) Une infection par le virus NANB epidemique a ete observee chez un singe et chez des patients 

25 prdsentant une immunity anti-HAV ; 

2) Les marqueurs usuels de Pinfection aigue (IgM anti-HAV) n'ont pas ete d&ectes ; 

3) Ce virus induit une reponse immune specifique et les anticorps n'ont pas reagi avec une 
preparation virale de HAV ; des serums de patients convalescents d'hepatite A ont donne des nSsultats 
n^gatifs dans le test de detection d'anticorps anti-virus NANB epidemique. 

30 Le virus NANB epidemique est egalement distinct du HBV et par voie de consequence du HDV : 

1 ) La maiadie a dvoluS chez certains patients presentant des anticorps anti-HBsAg et est egalement 
apparue chez un patient europSen vaccine presentant une forte immunity anti-HBV ; 

2) II n'a gdneraiement pas te detecte de HBsAg et HBeAg ; s f il pniexiste des marqueurs de HBV k 
Phepatite NANB (chez certains patients ivoiriens). il n'apparatt pas d'lgM anti-HBc ; 

35 3) q qs (gM <je singes infectSs par du virus NANB epidemique et utilisdes pour la detection 

d'antigfene viral, ne nSagissent ni avec le HBV ou avec des preparations purifiees de HBsAg, ni avec des 
serums de patients repliquant activement le HBV ; des anticorps anti-HBs n'lnterf&rent pas dans le test de 
detection d'antigene anti-virus NANB epidemique. 

Le nouveau virus purifie caractSrise comme decrit dans ce qui precede semble pouvoir §tre isoie de 

40 sources largement repartles. En plus des cas d6crits plus haut, Pantigfcne associe au virus a egalement ete 
trouve chez un patient senegalais et des anticorps ont ete trouves dans le serum d'un patient convalescent 
d'une epidemie ayant sevi en Algerie. L'agent NANB epidemique est consider6 comme etant un virus 
vehicuie par I'eau. Neanmoins son rdle dans Phepatite sporadique. en particulier dans un pays beneficiant 
de bonnes conditions d'hygi&ne. n'exclut pas d'autres voies de transmission, et notamment la voie 

45 sanguine. 

Au demeurant, Pimplication du virus NANB epidemique dans des cas d'hepatite NANB sporadique ou 
post-transfusionnelle, devrait entra^er une reconsideration du qualificatif "epidemique". 

II resulte en effet des travaux de Plnventeur que le virus identify conformement k la pnSsente invention, 
appeie virus de Phepatite NANB epid6mique, sporadique et transfusionnelle (en abrege : "H-SET") est 
50 egalement responsable de Papparition d'hepatite de type non A non B chez des malades transfuses. 

Une etude comparative comprenant des malades polytransfuses sans hepatite infectieuse et des 
malades atteints d'hepatite A ou B a montre Pabsence d'antigene associe au virus dans leurs sefles et 
('absence de virus cultivates dans les conditions dans lesquelles le virus "H-SET" se multiplie. La souche 
"H-SET" 1-617 isoiee des selles d'un malade souffrant d'hepatite NANB transfusionnelle, a pu §tre cultivee 
55 "sur cellules PLC/PRP5 dans les conditions decrites plus haut. Les lesions correspondant notamment k de 
nombreuses formations syncitiales apparaissent k J6-J7 precedant le decollement des cellules infectees. 
Un procede identique de culture est susceptible d'Stre utilise pour un isolement du virus k partir d'un 
prei^vement sanguin. Les cultures infectees peuvent etre utilises comme source d'antig&ne non purifie en 
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vue de la caracterisation a leur surface des molecules d'anticorps provenant d'un sujet ayant contract^ 
Tinfection (le com plexe virus-anticorps etant revele a I'aide d'anti-immunoglobulines humaines marquees). 

La souche Clamart s'est averee infectante pour deux singes rhesus (inoculation par ingestion (per os) 
avec 0,5 ml d'un extrait de selie k 10 %) avec apparition de I'antigene dans les selles entre les 20e et 24e 
5 jours apres ('inoculation et avec augmentation des transaminases entre le 28e et le 32e jours (signe 
caracteristique d'atteinte hepatique). 



Revendications 

1 °) Nouvel agent viral purifie impiique dans rhepatite virale NANB, caracterise en ce qu'il presents un 
prof!) de repartition de son activity antigenique qui comporte au moins une bande a une densite de 1,28- 
1.32 g/cm 3 et/ou au moins une bande k une density de 1,12-1,19 g/cm 3 

2°) Nouvel agent viral purifie selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est constitue par un agent 
75 viral purifie impiique dans i'hepatite viraie 6pid£mique, sporadique ou post-transfusionnelle. 

3°) Agent viral seion la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en ce qu'il est isole de feces 
de patients atteints d'hepatite NANB, par centrifugation et filtration k travers un filtre dont la porosity est de 
I'ordre de 0,22 urn. 

4°) Agent viral selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en ce qu'il est obtenu k partir 

20 d'hepatocytes ou a partir de lignees cellulaires continues d'hepatocytes. inocules par de I'extrait de feces 
d'un malade atteint d'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe infecte. 

5°) Agent viral selon I'une quelconque des revendications 1 k 4, caracterise en ce que (edit agent viral 
auquel est associd un antigdne sp£cffique, se pr^sente sous la forme de particules virales spheriques de 
deux types principaux, k savoir des particules de I'ordre de 75 nm de diametre et des particules de I'ordre 

25 de 25 k 30 nm de diametre, les premieres etant majoritairement presentes dans les fractions d'un gradient 
de chlorure de cesium de density variant entre 1,1 et 1,6 g/ml, dont la density est comprise entre 1,26 et 
1,32 g/cm 3 et les fractions k 40-41,5% d'un gradient de saccharose de concentration variant de 10 k 60% 
poids/volume et les secondes etant majoritairement presentes dans les fractions du gradient de CsCI de 
densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 et les fractions k 26-28% dudit gradient de saccharose. 

30 6°) Antigone associe* k I'agent viral selon Tune quelconque des revendications 1 & 5, caracterise en ce 
qu'il est obtenu par traitement d'un agent viral isole de feces de patients, cultive sur des hSpatocytes 
infectes, par des agents de dissociation physique ou chimiques. 

7°) Antigene selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est obtenu par traitement aux ultra-sons 
d'un agent viral isole de lignees cellulaires continues d'hepatocytes infectes. 

35 8°) Antigone selon la revendication 5 ou la revendication 7, caracterise en ce que son profit de 
repartition dans un gradient de CsCI se prdsente sous la forme d'une bande k une densite de 1,12-1,19 
g/cm 3 et/ou d'une bande de density 1,28-1,32, et en ce que l'antig§ne est present aprfcs aprfcs ultracentrifu- 
gation des fractions de CsCI dans un gradient de saccharose, dans la fraction k 26-28% du gradient de 
saccharose pour la premiere bande et dans la fraction a 40-41,5% du gradient de saccharose pour la 

40 seconds bande. 

9°) Procede d'isotement d'un agent viral impiique dans i'hepatite virale NANB, caracterise en ce que 
des feces de patients atteints d'hepatite NANB sont soumises k un traitement de centrifugation, suivi d'un 
traitement de filtration k travers un element filtrant dont la porosis est de I'ordre de 0,22 urn, pour extraire 
ledit agent viral des feces. 

45 10°) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que le traitement de centrifugation est 
avantageusement constitud par une operation de centrifugation k 5000 - 8000 g. 

11°) Precede selon I'une quelconque des revendications 9 et 10, caracterise en ce que preaiablement 
aux operations de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait de feces est soumis k un traitement de 
dissociation physique, notamment par ultra-sons ou k un traitement de dissociation chimique. 

so -12°) Procede d'obtention d'un agent viral impiique dans I'hepatite virale NANB, caracterise en ce que 
des hepatocytes ou des lignees cellulaires continues d'hepatocytes, sont inocules par un extrait de feces 
d'un patient atteint d'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe (de preference Saimiri) inocuie par. 
un extrait de feces de patients souffrant d'hepatite NANB, et cultives jusqu'& confluence de la culture, a 
partir de laqueile est realisee une sous-culture, qui est centrifugee apr£s plusieurs passages, pour recueillir 

55 I'agent viral recherche. 

13°) Procede selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre pour I'obtention d'un 
agent viral impiique dans I'hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post-transfusionnelle. 
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14°) Precede selon la revendication 12 ou la revendication 13. caractSrise en ce que le culot de 
centrifugation est repris par un tampon approprie pour etre soumis h un traitement de dissociation physique 
ou chimique qui libere dans le surnageant, de I'Ag NANB. 

15°) Procede de detection d'antig§ne NANB present dans les feces de patients atteints d'hepatite virale 

5 NANB, caracferise en ce qu'il met en oeuvre un anticorps anti-NANB constitue par des immunoglobulines 
isol^es du serum de patients convalescents ou de singes prSalablement infectes par le virus de I'hepatite 
NANB. qui sont incubSes avec des extraits de feces de mammiferes presumes atteints d'hepatite virale 
NANB, pour former un immuncomplexe antig&ne-anticorps qui est reveie h I'aide d'un test de detection 
approprie de la presence de t'antig&ne NANB dans lesdites feces, tel que le RIA ou I'ELISA; notamment 

70 pour la realisation d'un test de detection de la presence de I'antigene NANB. 

16°)Procede de detection selon la revendication 15. caracterise en ce que des extraits de feces de 
patients presumes infectes par le virus NANB, obtenus par centrifugation et filtration des feces de ces 
patients, sont incubus avec des immunoglobulines provenant d'un mammifere artificiellement infectd par le 
virus d'hepatite NANB. pour former un immuncomplexe antigSne-anticorps qui est revefe par des tests de 

75 detection approprids tels que le RIA ou I'ELISA, notamment. 

17°) Procede de detection selon la revendication 16, caracterise en ce que des extraits de feces de 
mammiferes presumes infectes par le virus NANB, obtenus par centrifugation et filtration des feces de ces 
mammiferes, sont incubus avec un anticorps anti-NANB constitue par des fractions d'IgM Isoldes de 
serums de singes infectes artificieilement par des extraits de feces de patients humains connus pour etre 

20 atteints d'hepatite NANB, fix6es sur un support solide, puis avec une fraction d'lgG immune anti-virus 
NANB d'un mammifere de la mime espfece ou d'une espfcce voisine. marquee avec un marqueur 
fluorescent, radioactif ou enzymatique. 

18°) Procede de detection selon la revendication 17, caracterise en ce que ladite fraction d'lgG immune 
est marquee & la j9-galactosidase ou & la peroxydase, la reaction etant ddveioppds h I'aide d'un substrat 

25 rdvdlateur approprie tel que l'orthonitrophenyl-0-D-galactopyranoside ou I'orthophenyfenediamine en tam- 
pon acide. 

19°) Procede de detection selon Tune quetconque des revendications 15 h 18, caracterise en ce qu'il 
est applique & la detection des anticorps dans le sang de malades ou dans des produits derives du sang. 
20°) Procede de detection selon la revendication 19, caracterise en ce que la detection desdits 

30 anticorps a lieu par mise en contact de serum de malade ou d'un patient convalescent avec la preparation 
virale purifiee selon Tune quelconque des revendications 1 & 5 ou avec une fraction de cette demfere, 
apres centrifugation et isolement de la bande correspondant h une densife de 1,29-1,32, de preference 
prdalablement fix6e sur les parois d'une microplaque, et rdvdla tion du complexe Ag/Ac par une preparation 
d'anti-immunoglobulines humaines marquees par un marqueur approprie. 

35 21°) Procdde de detection selon la revendication 19. caracterise en ce que la detection desdits 
anticorps a lieu par caracterisation d'une activity anticorps dans les IgM d'un patient permettant un 
diagnostic trfcs prdcoce de la matadie, en captant les IgM d'un serum de malade, en les fatsant rdagir avec 
la preparation virale purifiee selon f'une quelconque des revendications 1 k 5 ou avec une fraction de cette 
demfere, et en caracterisant I'Ag fixe sur I'lgM du malade & I'aide d'immunoglobulines anti-immunoglobuli- 

40 nes humaines ou de fragments de celles-ci, marques par un marqueur approprie. 

22°) Souche d'un agent viral pu rifle, selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, tsoie des feces 
d'un malade atteint d'hepatite virale NANB sporadique, dite "Souche Clam art" , deposee le 30 Octobre 1986 
sous le n° 1-617 aupr&s de la COLLECTION NATIONALS DE CULTURE DE MICROORGANISMES. 

23°) Souche d'un agent viral purifie, selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, isoie des feces 

45 d'un malade atteint d'hepatite virale NANB epidemique, dite "Souche i vomerine", deposee le 30 Octobre 
1986 sous le n° 1-616 aupnSs de la COLLECTION NATIONALE DE CULTURE DE MICROORGANISMES. 

24°) Souche d'un agent viral purifie, dite "Souche ivoirienne", selon la revendication 23, caracterisee en 
ce qu'elle' est constituee par une culture du virus de I'hepatite NANB provenant des. feces d'un malade 
atteint d'hepatite virale NANB epidemique, sur des cellules hepatocytes. . . 

so 25?) Souche d'agent viral selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle est constrtude par une. 
culture du virus de I'hepatite non A non B provenant des feces d'un malade atteint d'hepatite virale NANB 
epidemique, sur une Eignee celluiaire continue d'hepatocytes, en particulier sur la lignee continue 
d'hepatocytes PLC/PRF 5 .connue sous le nom de "lignee d'Alexander". 

26°) Reactif immunloogique pour la detection de Phepatrte virale NANB epidemique, sporadique ou 

55 post-transfusionnelle, par le procede de detection selon la revendication 15. caracterise en ce qu'il est 
constltue par des immunoglobulines isofees de serum de convalescents humains ou de serum d'animaux 
prealablement artificieilement infectes par le virus de I'hepatite NANB. 
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27°) Reactif immunologique selon la revendication 26. caracterise en ce qu'il est constitue par un 
anticorps forme d'immunoglobulines preparees a partir de serums d'animaux artificiellement infects par 
ingestion d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite NANB epidemique. 

28°) Reactif immunologique selon !a revendication 26, caracterise en ce qu'il est constitue par un 
s anticorps anti-NANB prepare k partir de serums d'animaux immunises par le virus NANB ou ses fractions 
purifies. 

29°) Reactif immunologique selon la revendication 26, 27 ou 28, caracterise en ce que I'anticorps anti- 
NANB est fixe sur un support solide. 

30°) Reactif immunologique selon la revendication 29. caracterise en ce que le support solide revetu 
10 d'anticorps anti-NANB est en outre revitu de prolines. 

31°) Procede d'isolement d'anticorps anti-NANB de scrums d'animaux artificiellement infectes par 
ingestion d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite NANB epidemique. caracterise en ce que lesdits 
serums sont chromatographies sur une colonne de dextrane dans du tampon Tris-NaCI 0,1 M, pH 8 pour 
isoler les IgM anti-NANB. 

is 32°) Procede selon la revendication 31, caracterise en ce que les scrums d'animaux artificiellement 
infectes sont des serums de singes, collect^ k partir du 27e jour aprfcs ('infection par des extraits de feces. 

33°) Procede selon la revendication 32, caracterise en ce que les scrums isoles conformement k la 
revendication 31 sont fixes sur des supports solides, notamment sur des plaques en PVC, par contact entre 
les Igm a des concentrations de I'ordre de 10 k 50 ug de proteines par ml de PBS, et lesdits supports 
20 pendant 18 St 24 heures k + 4°C environ. 

34°) Precede selon la revendication 33, caracterise en ce que lesdits supports solides, revetus 
d'anticorps anti-NANB sont ensuite revdtus d'une couche de PBS contenant 0,1 % environ de BSA et 0.1 
% environ de Tween 20. 

35°) Procede de detection d'anticorps dans le sang de patients ou dans des produits derives de sang, 
25 caracterise (a) en ce que Ton met en contact un echantillon de sang ou de produit derive de sang, avec un 
reactif constitue par un agent viral selon Tune quelconque des revendications 1 k 8, et (b) en ce que Ton 
identifie la presence d'anticorps de I'hepatite NANB virale dans (edit echantillon de sang ou de produit du 
sang. 

36°) Precede de diagnostic de I'hepatite virale NANB sporadique. epidemique ou post-transfusionnelie 
30 dans des extraits de feces, caracterise ce que Ton incube les plaques revetues d'anticorps IgM selon la 
revendication 28 ou la revendication 29, (a) tout d'abord avec des extraits de feces pendant 1 heure environ 
a 37°C environ, puis (b) avec des fractions d'lgM ou d'lgG purifiees k partir de serums de patients 
convalescents d'hepatite NANB epidemique et marquees par une enzyme, en presence d'un substrat 
revelateur convenable. 

35 37°) Procede de diagnostic selon la revendication 36, caracterise en ce que ies fractions d'lgG sont 
marquees par la beta-galactosidase et le substrat revelateur convenable est de preference constitue par 
i'orthonitrophenyl-beta-D-gaiactopyranoside. 

38°) Procede de diagnostic selon la revendication 36, caracterise en ce que les fractions d'lgG 
marquees par une enzyme, sont obtenues k partir de serums de patients convalescents d'hepatite NANB 

40 epidemique. 

39°) Procede de preparation des IgG mises en oeuvre selon la revendication 36, caracterise en ce que 
les fractions d'lgG sont isoiees par purification, de serums de patients convalescents d'hepatite NANB 
epidemique, par chromatographie sur une colonne de DEAE-Trisacryl, puis elles sont marquees par une 
enzyme convenable, de preference la b§ta-gaJactosidase. 

45 40°) Kit ou ensemble, pret I'emploi pour le diagnostic de I'hepatite virale NANB epidemique, 
sporadique ou post-transfusionnelle, caracterise en ce qu'il comprend, outre les tampons, solvants et 
reactifs necessaires k la mise en oeuvre du procede de diagnostic selon I'une quelconque des revendica- 
tions 15 k 19 et36 k 38, au molns un r6actif de diagnostic constitue par des IgM anti-NANB fixees sur un 
support solide, au moins un reactif constitue par des IgG marquees par une enzyme conformement a la 

so revendication 37, et au moins un substrat convenable de revelation de la reaction enzymatique. 

41°) Kit de diagnostic de I'hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post-transfusionnelle, 
caracterise en ce qu'il comprend un extrait marque de i'agent viral selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 & 8, des anti-immunoglobulines humaines, des tampons convenables et des reactifs de visualisation 
du marquage de i'agent viral. 

55 42°) Agent therapeutique pour le traitement de Thepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post- 
transfusionnelle, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement un anticorps purifie dirige contre I'agent 
viral selon Tune quelconque des revendications 1 k 8. 
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43°) Agent therapeutique selon la revendication 42. caracterise en ce qu'il est essentieflement constitud 
par les IgM selon I'une quefconque des revendications 26 & 30. 

44°) Agent therapeutique seion la revendication 42. caract6ris§ en ce qu'il est essentietlement constitue 
par des anticorps monoclonaux produits par un hybridome resultant de la fusion de cellules de myotome et 
de cellules spleniques de souris auxquelles ont 6\6 inocutees des agents viraux de ('hepatite NANB selon 
I'une queiconque des revendications 1 & 8. 

45°) Souche d'un agent viral purifte \so\6 des teces d'un malade attaint d'h^patite virale NANB post- 
transfusion nelle, dite "souche H-SET" d£pos§e le 5 FSvrier 1987 sous le N° 87.02.05.02 aupr&s de la 
Collection ECACC (Grande-Bretagne). 
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Description 

La presente invention est relative a I'isolement et a la caracte'risation d'un agent viral implique* dans 
l'hepatite non-A non-B tant epidemique que sporadique ou que post-transfusionnelle. 

5 L'hepatite virale peut etre causee par le virus de I' hepatite A (HAV), par le virus de l'hepatite B (HBV) et 
par un nombre inconnu de virus d'hepatite non-A non-B (NANB) non encore identifies. Actuellement dans 
les pays developpe's dans lesquels la prophylaxis de l*HBV est efficace, les NANB sont la cause la plus 
importante d'hepatite infectieuse conduisant a 1'hospitalisation. Cette maladie est consideVee comme 
tmpliquant au moins trois virus : deux sont transmis par le sang contarriine* et les produits de sang 

io contaming; pour le troisieme qui est a I'origine de l'hepatite NANB £pidemique, Nnventeur a pu etablir qu'il 
est egalement responsable de 50 a 60% des cas d'hepatites n^cessitant une hospitalisation, rapportis dans 
les pays occidentaux et son mode de transmission est inconnu. Dans les pays en voie de deVeloppement, 
le NANB sembte e'galement associe a des epidemies a grande echelle liees a un mode de transmission 
fecal-oral vehicuie par I'eau. Actuellement cinq cas d'epidemies de ce type ont ete rapports depuis 1980 : 

75 en Inde, en Sib^rie, au Nepal, en Alg^rie et recemment en Cote d'lvoire. Dans tous ces cas, un taux de 
mortality Sieve* a ete observe parmi les femmes enceintes. 

De nombreuses recherches ont ete effectu^es pour isoler un agent causal de l'hepatite NANB et obtenir 
des preparations antig^niques permettant son diagnostic : on citera, par exemple la Demande de Brevet 
European 68 485 au nom de EISAI CO LTD, la Demande PCT 820 330 et la Demande Europe*enne 61 974 

20 au nom de C. TREPO, la Demande PCT 82 02774 au nom de BAXTER TRAVENOL LABORATORIES. 

Nos connaissances actuelles concernant les virus qui sont a I'origine de l'hepatite NANB sont d'une 
imprecision d§courageante et sont li mitres a des donn^es cliniques et epidemioiogiques; Des agents 
filtrables ont nettement ete isoles par inoculation de sang ou de produits sanguins provenant de sujets 
souffrant d f hepatite NANB post-transfusionnelle a des chimpanz^s et des produits sanguins infectieux sont 

25 disponibles. En ce qui concerne l'hepatite NANB epidemique, tres peu d' infections experimentales ont ete 
realis^es : I' infection s'est averee transmissible aux ouistitis (Saguinus mystax), aux singes macaques 
(Macacus cynomolgus) et a un volontaire humain et recemment a des singes verts africains (Cercopithecus 
aethops et Erythrocebus patas), mais aucune preparation infectieuse definie n'a ete proposee. 

En ce qui concerne l'hepatite post-transfusionnelle, en d£pit de la piethore de rapports sur des 

30 systemes antigene-anti corps NANB, des modifications ultrastructurales et des particules analogues a des 
virus, tous potentiellement prometteurs, aucun agent causal ni aucun systeme ou virus qui remplisse les 

criteres Prolog iques accepts pour une association causale sp^cifique, n'a €\6 identifie ant§rieurement aux 

travaux qui ont abouti a ia prisente invention. En ce qui concerne l'hepatite epidemique, des particules 
analogues a des virus, de forme sph€rique et de 27 nm de diametre ont ete visualis^es dans de tres rares 

35 feces et la caracterisation immunologique a ete mediocrement realises par agglutination au microscope 
eiectronique. La replication virale n'a jamais ete obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque virus 
NANB que ce soit. 

SARTHOU et al. [Ann. inst. Virol. 137 (2) 225-252 (1986)] decrivent I'infection experimental de singes 
par des extraits fecaux de patients attaints d'hepatite NANB ; les singes infectes produisent un anticorps de 

40 classe IgM, qui reconnait un antigen e specif ique dans les selles de patients atteints d'hepatite NANB. 

La Demande de Brevet frangais n° 86 05437, au nom de I'lNSTITUT PASTEUR, et qui mentionne 
Monsieur PILLOT comme Inventeur, a pour objet un reactif propre a permettre la detection d'hepatites 
virales NANB epidemiques et un procede de diagnostic mettant en oeuvre ce reactif; le reactif conforme a 
cette Demande de Brevet est constitue par des IgM anti-NANB isoiees de serums de singes infectes 

45 artificietlement par des extraits de feces de patients connus pour etre atteints d'hepatite NANB epidemique, 
lesquelles IgM anti-NANB sont avantageusement fixees sur des supports solides tels que, notamment, des 
plaques de PVC. 

La poursuite de ses recherches a parti r de ['invention objet de la Demande de Brevet precitee a permis 
a ('Inventeur d'atteindre les buts suivants : 
so 1°) II a infecte des singes dont il a utilise les anticorps (Ac), ainsi que les Ac de convalescents humains, 
pour developper un test ELISA pour la detection specifique d'antigenes (Ag) associes au virus et la 
detection des Ac anti-viraux; 

2°) L'lnventeur a reussi a repliquer le virus dans une lignee continue de cellules hepatocytaires avec une 
bonne production de materiel antigenique; 
55 3°) II est parvenu a visualiser des particules virales dans des preparations purifiees d'echantillons de 
feces et dans des lignees d'hepatocytes infectees; 

4°) II a pu etablir I'implication du meme agent causal dans l'hepatite virale NANB aussi bien epidemique 
que sporadique. 
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5°) En considerant le role de I'agent NANB epidemique dans Thepatite sporadique, Tlnventeur a ete en 
mesure de verifier que led it agent peut etre non seulement vehicuie par I'eau, mais etre egalement 
trans mis par d'autres voies que I'eau et notamment par la voie sanguine transfusionnelle. 
La presente invention s'est donne pour but ('identification et la caracterisation d'un nouvel agent viral, 
s ainsi que d'un antigfcne (Ag) NANB associe k ce nouvel agent viral et une methode de diagnostic d'hepatite 
NANB aussi bien epidemique que sporadique et que post-transfusionnelle, par detection de I'Ag associe au 
virus de NANB, en utilisant les anticorps (Ac) qui font I'objet de la Demande de Brevet INSTITUT PASTEUR 
precitee ou par recherche des Ac du malade, en utilisant le virus ou ses fractions adsorbe sur un support 
ad6quat. 

10 La presente invention a egalement pour but de pourvoir k des r§actifs de diagnostic immunologiques 
utilisables dans la mdthode de diagnostic de Thepatite NANB conforme a la presente invention, ainsi qu'a 
un kit pr§t k I'emploi pour la realisation de ladite methode de diagnostic. 

La presente invention a pour objet un agent viral purifie associe k Thepatite virale NANB epidemique, 
sporadique et post-transfusionnelle, caracterise en ce qu'it est susceptible d'§tre obtenu k partir de feces 
75 de patients attaints d'hepatite NANB et qu'il se presente sous la forme de particules virales sph^riques de 
deux types principaux, associees k un meme antigene viral : 

a) des particules sph^riques d'environ 75 nm de diamfetre, dont la density sur un gradient de CsCI est 
comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm 3 , et qui s^dimentent dans les fractions d'un gradient de saccharose 
contenant entre 40 et 41 ,5% (p/v) de saccharose, 
20 b) des particules sph§riques de 25 k 30 nm de dianrfetre, dont la density sur un gradient de CsCI est 
comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 , et qui s^dimentent dans les fractions d'un gradient de saccharose 
contenant entre 26 et 28% (p/v) de saccharose. 

La presente invention a, de plus, pour objet un proc§d£ d'isolement d'un agent viral implique dans 
I'hgpatite virale NANB epidemique, sporadique et post transfusionnelle, qui est caracterise en ce que Ton 

25 procfede k la centrifugation, sur un gradient de CsCI ou sur un gradient de saccharose, d'un extrait 
biologique contenant (edit agent viral, et en ce qu'on recueille ledit agent dans les fractions du gradient de 
CsCI dont la density est comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm 3 dans les fractions du gradient de saccharose 
contenant entre 40 et 41,5% (p/v) de saccharose, sous forme de particules de 75 nm de dianrfetre environ, 
et/ou dans les fractions du gradient de CsCI dont la density est comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 ou du 

30 gradient de saccharose contenant entre 26 et 28% (p/v) de saccharose, sous forme de particules de 25 a 
30 nm de diametre. 

Selon un mode de mise en oeuvre du proc£d£ d'isolement de I'agent viral susdit, le traitement de 
centrifugation est avantageusement constitue par une operation de centrifugation k 5000 - 8000 g environ 
pendant 10 minutes environ. 

35 Selon un autre mode de mise en oeuvre du proceed d'isolement de I'agent viral susdit, prealablement 

aux operations de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait de feces est soumis k un traitement par 

ultra-sons ou a un traitement de dissociation chimique. 

La presente invention a egalement pour objet un autre proc^de d'obtention de I'agent viral susdit, qui 

est caracterise en ce que des hepatocytes ou des lign£es cellulaires continues d'hgpatocytes sont inocuies 
40 par un extrait de feces d'un patient attaint d'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe (de 

preference Saimiri) inocuie par un extrait de feces de patients souffrant d'hepatite NANB, et cultivgs jusqu'a 

confluence de la culture, k partir de laquelle est r6alis£e une sous-culture, qui est centrifug6e apfes 

plusieurs passages, pour recueillir I'agent viral recherche. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce proc£d£, le culot de centrifugation est repris par 
45 un tampon approprie pour etre soumis k un traitement par ultrasons qui libere dans le surgangeant, I'Ag 

NANB. 

Des souches de I'agent viral conforme a I'invention, i solves comme decrit dans ce qui precede et ci- 
aprfcs, et caract£ris£es comme indique plus loin, ont ete depos£es aupres de la COLLECTION NATIONALE 
DE CULTURE DE MICROORGANISMES tenue par I'INSTITUT PASTEUR, en date du 30 Octobre 1986, k 
so savoir : 

- une souche d'agent viral isole de feces d'un malade atteint d'hepatite NANB sporadique, dite 
"Souche Clamart", qui a ete affectee du Numero de depot : 1-617, 

- une souche d'un agent viral isole de feces d'un malade atteint d'hepatite NANB epidemique, dite 
"Souche ivoirienne", qui a ete affectee du Numero de depot : 1-616. 

55 L'lnvention a egalement pour objet un procede de detection des anticorps presents dans le sang du 
malade ou du convalescent ou dans des produits utilises en transfusion sanguine ou dans des fractions 
derivees de sang, ayant ete en contact avec le virus agent causal de I'hepatite non A non B, tel que defini 
selon la presente invention, dont les souches 1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction immunologi- 
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que crois£e avec les deux souches de reference, selon ce proc€d€, le serum du malade ou du patient 
convalescent est mis en contact avec la preparation virale puriftee (ou avec une fraction de celle-ci) telle 
que recueillie dans les conditions mentionn^es ci-dessus, aprds centrifugation et isolement de la bande 
correspondant a une density de 1 ,30. 
5 Ladite preparation virale est fix4e, par exemple sur les parois d'une microplaque selon les techniques 

connues. 

Le complexe Ag/Ac est r6v6l§ par une preparation d'anti-immunoglobulines humaines marquees par un 
marqueur adequat, par exemple une enzyme. 

Un systfeme analogue peut §tre utilise pour caracteriser une activite anticorps dans les IgM d'un patient 
70 en vue d'un diagnostic serologique tres precoce de la maladie, en utilisant des anti-IgM humaines, ou mieux 
en captant les IgM d'un serum en les faisant reagir avec le virus ou ses fractions et en caracterisant I'Ag 
fixe sur I'lgM du malade. 

Le procede de diagnostic in vitro de la presence du virus de ('hepatite NANB conforme a la presente 
invention consiste done a mettre en contact un serum ou un autre milieu biologique d'un patient dont on 
is cherche a etablir le diagnostic, avec au moins une des proteines ou des glycoproteines du virus NANB ou 
avec un lysat viral ou avec un extrait viral, puis a detecter la reaction immunologique par la methode ELISA 
ou par une autre methode immunoenzymatique ou une methode par immunofluorescence, qui peut mesurer 
directement ou indirectement ('immunofluorescence ou la reaction immunoenzymatique. 

C'est la raison pour laquelle la presente invention englobe egalement les extraits viraux marques, qu'ils 
20 soient marques par une enzyme, par fluorescence ou qu'ils soient marques par un radioisotope. 
Les methodes d'immunodetection comprennent, com me on le sait : 

- le depot de quantites d'extrait specifique ou des proteines virales conformes a ('invention, dans ou sur 
un support tel que les puits d'une microplaque de titration ; 

- ('introduction de dilutions croissantes du serum a diagnostiquer sur ledit support, tel que lesdits puits ; 
25 - Tincubation du support tel que la microplaque susdite ; 

- le lavage soigneux du support tel que la microplaque susdite a I'aide d'un tampon convenable ; 

- ('introduction d'anticorps anti-immunoglobuline humaine marques specifiques dans ou sur le support 
tel que les puits de la microplaque susdite, le marquage etant realise par une enzyme choisie par mi 
celles capables d'hydrotyser un substrat de telle manure que ('absorption de radiations par ce dernier 

30 soit modifies au moins dans une bande specifique de longueurs d'ondes, et 

- la detection, de preference de manure comparative, par rapport a un temoin, de la quantite de 
substrat hydrolyse, a la fois par la mesure du produit biologique dangereux et par la presence 
effective de la maladie. 

La presente invention a egalement pour objet un kit - ou ensemble - pret a I'emploi pour la realisation 
35 du precede de diagnostic (recherche de I'anticorps ou du virus NANB) conforme a I'invention, defini plus 
haut, lequel kit est caracterise en ce qu'il comprend : 

- un extrait ou une fraction purifiee de I'agent viral conforme a Tinvention, lequel extrait ou fraction est 
marque, par exemple par un radioisotope, une enzyme ou par immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une proteine A eventuellement fixees sur un support 
40 insoluble dans Peau tel que spheres d'agarose ou de latex, magnetiques ou non ; 

- des tampons et, si necessaire, des substrats pour visualiser les marquages. 

La caracterisation de certains des antigenes qui entrent dans la composition de I'agent viral isoie 
conformement a la presente invention a ete realisee dans un premier temps sur la souche Clamart, en 
procedant comme decrit ci-aprfcs. 
45 La souche Clamart a ete isolee a partir de selles d'un patient atteint d'hepatite NANB sporadique. 

Le surnageant desdites selles a ete centrifuge en gradient de chlorure de cesium dont la bande 
contenant I'antigene viral purifie comme defini plus haut a ete recueillie et sa densite d^terminee comme 
etant de 1,30. 

Les epitopes reconnus dans le text de diagnostic defini plus haut, sont portes par ces antigenes, qui 

so peuvnet a ce titre, etre utilises dans ledit test. 

La recherche d'anticorps a I'aide de cette methode de detection peut etre effectuee dans le sang de 
malades ou de convalescents, dans les produits utilises dans les transfusions sanguines et dans les 
fractions derivees du sang de personnes ayant ete exposees a I'agent causal de I'hepatite NANB tel que 
defini plus haut, parmi lesquelles les souches 1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction immunologi- 

55 que croisee avec ces deux souches de reference, notamment la souche isolee de patients atteints 
d'hepatite NANB post-tranfusionnelle, dont les proprietes immunologiques sont identiques a celles de la 
souche 1-617, et qui est identifies comme souche virale "H-TEST" deposee le 5 Fevrier 1987 sous le N° 
87.02.05.02 auprfcs de la Collection ECACC (Grande-Bretagne). 
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Bien que les donnees ctiniques et Epidemiologiques aient pu suggerer que la forme epidemique de 
I'hEpatite NANB prEsentEe par des patients attaints d'hEpatite NANB EpidEmique est due a un virus 
different de celui qui est a I'origine de I' hepatite NANB post-transfusionnelle trans mise par injection 
parenterale, conformement a ta presents invention I'lnventeur a pu isoler de patients atteints d'hEpatite 
5 NANB post-transfusionnelle une nouvelle souche de virus NANB dont les proprietes immunologiques sont 
pratiquement identiques a celles des souches dEposEes le 30 Octobre 1986 sous les N° 1-616 et 1-617 
aupres de la CNCM de Plnstitut Pasteur. Des tests sErologiques tres sensibles de presence de virus HAV et 
HBV ont permis d'exclure ces deux virus en tant qu'agents Ethiologiques et d'exclure, de meme, d'autre 
virus hEpatotropes tels que le cytomegalovirus, le virus d'Epstein-Barr et le virus de la fievre jaune. 
ro La presents invention a en outre pour objet un nouvel agent viral purifie* implique* dans les formes 
sporadique, EpidEmique et post-transfusionnelle de I' hepatite NANB. Ce virus se distingue des virus HAV et 
HBV en ce qui concerne Phomologie antigEnique de ses prolines en tant que mateViel gEnEtique. 

Les compositions prepares conformement a la presente invention (antigenes viraux purifies, proteines 
recombinantes obtenues par ('expression du virus NANB dans des cellules procaryotes ou eucaryotes ou 
75 peptides synthEtiques dEduits de la sequence du genome) peuvent §tre utilisEes pour le diagnostic de 
I' hepatite NANB ou pour la vaccination propre a induire la syn these d'une reponse immune protectrice 
apres administration a I'hote. 

La presente invention englobe toutes les compositions de ce type contenant un antigene presentant des 
propriEtEs immunologiques Equivalentes a celles du virus NANB Clamart (CNCM 1-617) ou Cote d'lvoire 
20 (CNCM 1-616). En effet, deux prolines ou antigenes sont considers comme Equivalents dans le cadre de 
la presente invention lorsqu'ils sont capables d'etre reconnus par les memes anticorps. Les produtts 
exprimEs par des sequences correspondantes du materiel gEnEtique codant des sequences gEnEtiques 
correspondantes sont, par suite, compris dans le cadre de tels antigenes Equivalents. 

La prEsente invention englobe Egalement les sErums pouvant etre produits a parti r d'animaux par 
25 inoculation a ces derniers de virus NANB a ('aide des compositions prEcitees. En particulier, la presents 
invention englobe les anticorps polyclonaux specifiquement diriges contra chacun des antigenes du virus 
NANB. Elle englobe Egalement les anticorps monoclonaux susceptibles d'ete obtenus par des mEthodes 
appropriEes et dirigees plus specifiquement contre les antigenes du virus NANB. 

Conformement a la prEsente invention, ('utilisation du virus ou de son lysat ou d'une fraction de ce lysat 
30 peut etre envisages pour la preparation d'anticorps monoclonaux et le lysat viral ou les fraction de celui-ci 
ou les proteines purifiees a partir de ce virus, du lysat ou de ses fractions, peuvent §tre utilises pour la 
recherche d'anticorps dans le sErum des patients par mise en oeuvre de tests classiques de type RIPA, 
ELISA ou Western blot (immunoempreinte). 

Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux peuvent etre utilises dans un grand nombre duplications 
35 au nombre desquelles on peut citer la neutralisation de I'antigene correspondant ou du virus total, lis 
peuvent etre utilises pour dEtecter des antigenes viraux dans des preparations biologiques ou pour purifier 
des antigenes correspondants. 

La presente invention englobe Egalement tout virus de I' hepatite NANB equivalent prEsentant les 
mimes caractEristiques immunologiques. Les travaux menEs par I'lnventeur ont montrE la relation immuno- 
40 logique entre les mateVtels antigen iques isolEs d'extraits de feces de malades atteints respectivement 
d* hepatite NANB epidemique, sporadique et post-transfusionnelle. 

C'est ainsi que la souche de type Clamart (dEposEe sous le N° 1-617 aupres de a CNCM et Egalement 
dEposEe aupres de la Collection ECACC sous le N° 87.02.05.02) a EtE isolEe a partir des selles d'une 
malade qui prEsentait une hepatite aigUe NANB dQment caractErisEe comme hepatite NANB transfusionnet- 
45 le. Les selles contenaient I'antigene conforme a ('invention , Egalement caractErisE , conformement a 
I'invention, dans les hepatites EpidEmiques (Cote d'lvoire)et sporadiques (France). 

Un antigene associe* au virus de I'hEpatite NANB a EtE caractErisE pendant 15 jours a la phase aigUe de 
la maladie. D'autres cas similaires ont EtE observes avec caracterisation du meme antigene dans (es selles 
et isolement d'un virus prEsentant les caractEristiques immunologiques identiques aux virus 1-616 et 1-617. 
so Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide du complement de description qui va suivre, qui se revere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede* objet de la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples de mise en oeuvre sont donnEs uniquement a 
55 titre d'illustration de Pobjet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

Au cours d'une premiere etape, deux singes Cercopithecus aethops et un singe Erythrocebus patas ont 
EtE inocules par voie orale par 2 ml d'un melange d'un extrait aqueux a 10% de feces de patients ivoiriens 
presumes atteints d'hEpatite NANB Epidemique, collectees au cours des premiers jours ayant suivi 
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I'apparition des symptdmes. Le melange avait ete prealablement centrifuge et filtre a travers des filtres 
Millipore® de 0,22 um pour eiiminer les bacteVies et les parasites. Les echantillons de serum et tes 
echantillons de feces de ces singes ont ete collectes d'une part avant radministration de Pextrait de feces 
et d'autre part le vingt-septieme jour apres I'inoculation. Les fonctions hepatiques de ces singes n'ont pas 

5 ete etudiees; ces animaux ne presentment pas de manifestations cliniques eVidentes. Un singe Saimiri a 
dgalement ete inocule dans les memes conditions par 0,5 ml d'un extrait de feces provenant d'un patient 
ivoirien different de ceux utilises pour les singes verts d'Afrique. Un second singe Saimiri qui avait 6x6 
inocule trois mois auparavant par une preparation f Scale de virus d'hepatite A et seVoconverti a I'aide 
d'anticorps IgM anti-HAV au jour 29, a 6\6 inocule* par voie intraveineuse par 0,5 ml du m§me Schantillon de 

jo feces filtre\ Les deux singes Saimiri ont 6x6 saign^s deux fois par semaine pour effectuer des examens 
biochimiques et s£rotogiques et leurs feces ont 6x6 examinees quotidiennement. Les deux singes Saimiri 
sont morts au jour 28, sans avoir prSsente* de sympt6mes particuliers. Aucun des singes n'avait pr6sente 
de preuve biochimique convaincante d'un dysfonctionnement hepatique et I'examen histologique effectue 
post-mortem a montre une congestion du foie sans lesion du parenchyme. Les scrums de ces cinq singes 

15 ont 6X6 fractionnes dans du tampon Tris NaCI 0,1 M, pH 8, sur du "Sephacryl® S 300" et les fractions 
contenant des IgM et des IgG ont 6x6 collectees. Elles ont 6x6 utilisees en tant qu'anticorps recepteurs dans 
un test immunoenzymatique. L'lgM a ete choisie pour sa capacity de capture 6iev6e et pour empecher les 
reactions faussement positives dues a un facteur rhumatoVde ou analogue au facteur rhumatoide, qui a ete 
reconnu comme stimulant I'antigene NANB. 

20 En fait, on pourrait egalement utiliser I'lgG bien que son bruit de fond soit un peu plus eleve que celui 
de I'lgM et sa specificity d^ficiente pour certaines preparations. 

Pour reveler la fixation d'antigene de feces sur I'anticorps en phase solide, des IgG provenant de 
serums de convalescents ont 6x6 fractionnees par chromatographic sur DEAE-trisacryl, apres precipitation 
par du (NhU^SO*. Les IgG ont 6t6 conjuguSes a la /9-galactosidase ou a la peroxydase. Des IgG marquees 

25 ont 6X6 utilisees pour la detection de I'antigene : une preparation d'lgG provenant d'un patient ivoirien 
convalescent d'une hepatite NANB ^pidemique; une preparation d'lgG preievee chez un patient alg^rien 
gu^ri, au cours de repidemie de Medea en 1981-1982; enfin I'lgG d'un singe Cercopitheque inocuie 
experimentalement. Les preparations d'lgG des trois origines ont donne des resultats Equivalents. Pour 
chaque singe, on a utilise de I'lgM de pre-inoculation en phase solide comme temoin de specificity d'tgM 

30 de post-inoculation. De I'lgG humaine marquee non-immune a ete utilisee comme temoin de marquage 
d'Ag. Les feces de singes inocuies ont ete examinees pour etablir la presence d'un Ag presume NANB 
dans le test ELISA. Une activity antigenique a ete detected dans les feces des deux singes Saimiri (cf. 

~~ Tableau 1). L'application d'un traitement par ultra-sons a permis d'augmenter la quantite d'antigene detecte 
et a augments* la sensibility de la methode. L'Ag est apparu des le quatrieme jour apres I'inoculation et a 

35 persisfe jusqu'au treizieme jour. 

Le Tableau 1 montre I'Ag NANB detecte dans les feces de singes infectes experimentalement par des 
extraits de feces provenant de patients atteints de NANBH epidemique. 

La detection a ete realisee comme suit, en mettant en oeuvre la technique ELISA : des immunoplaques 
NUNC® ont ete revetues de 100 ul de 50 ug/ml de fraction d'lgM, echantillonnees 27 jours apres 

40 inoculation, dans une solution physiologique de tampon phosphate (PBS) pendant une heure a 37*C et une 
nuit a 4'C. Apres plusieurs lavages, les plaques ont ete recouvertes de 200 ul de PBS contenant 1% de 
serum-albumine bovine et 0,1% de Tween® 20, pendant trois heures a 37 # C. Apres lavage, 100 ul des 
extraits de feces (1/10 v/v) filtres sur un element de porosite 0,22 um sont incurs sur les IgM du 
revetement, a 37* C pendant une heure, puis une nuit a 4*C. Apres plusieurs lavages, 100 ul d'lgG de 

45 singe immun marquee a la peroxydase a 5 mcg/ml dans 1% de BSA + 1% de Tween® 20 dans du 
tampon Tris sodique, pH 7,6 (TNB) contenant 0,1 % de NaN 3f ont ete utilises pour la detection de I'Ag. Au 
bout d'une heure d'incubation a 37 *C et plusieurs lavages, la reaction a ete developpee a I'aide de 100 ul 
d'orthophenylene-diamine dans 0,005 M de tampon citrique pH 5,6, avec 1 ul/ml H2O2. Les resultats 
obtenus sont exprimes par le rapport entre rechantillon etudie et la moyenne de cinq echantillons negatifs 

50 (P/N). Le bruit de fond des echantillons negatifs a ete de I'ordre de 0,04-0,06 en density optique (DO) a 492 
nm. II est plus eievy si le NaN 3 a ete omis, mais, dans ce cas, des quantites de reactifs plus faibles doivent 
etre mises en reaction. Les echantillons dont le rapport P/N 2,1, ont yte considers comme positifs. Les 
feces (1/10 poids/poids) qui ont ete examinees etaient de deux types : celles ayant subi un traitement aux 
ultra-sons et celles n'ayant pas subi un tel traitement; le traitement aux ultra-sons applique est de trois 

55 minutes a 4 • C, avec une intensite de sortie de 4 avec I'apparei) de BRENSON pour des volumes de 2 a 3 
ml avant centrifugation et filtration a travers un element de porosite de 0,22 um. Les resultats positifs sont 
souiignes dans le Tableau 1. Les feces d'un singe Saimiri ayant regu de I'extrait de feces d'un patient 
atteint d'une maladie du foie non-infectieuse ont servi de temoin et ont constamment donne des resultats 
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line deuxfeme etape a consist^ & etudier des feces de patients atteints d'une hepatite NANB aigUe 
presum^e, aussi bien sous sa forme epidemique (patients ivoiriens) que sous sa forme sporadique (patients 
frangais). Le diagnostic de r hepatite NANB a ete etabli conformement aux criteres immunotogiques 

5 classiques des trois types d'infections par des virus d'hgpatite (A,B, delta) : presence ou absence d'lgM et 
d'lgG anti-HAV pour I'infection par le virus A; HBsAg, anti-HBc et IgM anti-HBc, anti-HBs, pour ('infection 
par HBV; les Ag delta et anti-delta pour I'infection par HDV, le cas §ch6ant. Pour les patients ivoiriens, les 
marqueurs de la fievre jaune ont ete recherches. On a egalement recherche chez tous ces patients 
('infection par le cytomegalovirus par immunocapture d'anticorps IgM et Tinfection par le virus d'Epstein- 

70 Barr, par detection d'lgM anti-VCA dans les taches immunofluorescentes. L'Ag associe & la NANB a ete 
detecte aussi bien dans les cas epidemiques que dans les cas sporadiques (cf. Tableau 2). II n'a pas £te 
detecte d ? Ag dans 90 extraits temoins de patients europ^ens presentant d'autres troubles gastro-intestinaux. 
Dans ta plupart des cas, ces r^suttats ont ete confirm^s plusieurs fois avec d iff e rentes IgM ou IgG en phase 
solide et avec differentes IgG marquees. Les m§mes echantillons positifs ont ete 6tud\6$ avec I'lgM pr6- 

75 immune recouvrant une plaque et it n'a pas ete detecte d'antigene. II en nSsulte que I'Ag detecte paralt 
etroitement lie au virus NANB. 

Le Tableau 2 ci-apr&s illustre la detection d'Ag NANB dans les feces de patients atteints d f h§patite 
NANB epidemique (de Cote d' I voire) et sporadique (de France). 90 feces de patients suspectes d'infections 
gastro-intestinales ont ete utilisees comme temoins. Tous les echantillons presumes NANB et 17 des 90 

20 temoins ont ete soumis a un traitement par ultra-sons. De I'anti corps (Ac) humain marque a la peroxydase 
ou la 0-galactosidase, a ete utilise comme traceur d'Ag. 



TABLEAU 2 





Echantillons de feces de Cote 


Echantillons de feces de 


Temoins de France 




d'lvoire : cas epidemiques 


France : cas sporadiques 




AG NANB positif 


17 


7 


0 


AG NANB nggatif 


44 


10 


90 



Pour verifier que I'Ag detecte est effectivement etroitement lie au virus NANB, au cours d'une troisfeme 
etape, des lignees cellulaires continues d'origine hepatocytiques, PLC/PRF 5 et HEP G2, et des cellules 
normales humaines fibroblastiques MRC 5, ont ete inocuiees dans du milieu de DULBECCO contenant 10% 
de serum de veau foetal, par un extrait de feces d'un malade attaint d' hepatite NANB. Apr&s confluence de 
la culture, une sous-culture a ete realisee apres addition d'EDTA-trypsine. Dans certains cas, des 
substances toxiques pnisentes dans les feces provoquent la mort des cellules precocement lors de la 
premiere semaine, tandis que d'autres feces non toxiques pour les lignees cellulaires, induisent la mort des 
cellules apr&s plusieurs passages. Cet effet lethal specif ique a ete observe uniquement avec la lignee 
cellulaire PLC/PRF 5 mais ne I'a pas ete avec la lignee cellulaire HEP G2 et les cellules MRC 5. Apres 
traitement des cellules aux ultra-sons et filtration sur porosife 0,22 urn, de I'Ag NANB a et£ detecte dans le 
surnageant de PLC/PRF 5 infectees mais pas dans le surnageant des HEP G2 infectees dans les m§mes 
conditions. 

Pour des extraits de foie de singes inocuies, on n'a pas observe de toxicite cellulaire apr&s inoculation 
et les cellules PLC/PRF 5 ont presente une positivife antigenique de la me me manure que dans le cas 
d'echantillons de feces (cf. Tableau 3). 

Le Tableau 3 illustre la detection d'Ag NANB dans la lignee cellulaire d'hepatome inocuiee par un 
extrait de feces d'un patient ivoirien souffrant d 'hepatite NANB epidemique et par un extrait de foie d'un 
singe Saimiri infecte (N° 1). 

L'extrait de foie a ete prepare dans du PBS (10% poids/poids) et homogeneise a I'aide de 
I^UItraturax"® Apres centrifugation, le culot a ete remis en suspension dans 4 fois son volume de TNB et 
soumis k un traitement aux ultra-sons en presence de 0,005 mg/ml de chlorure de phenylmethyl-sulfonide 
(PMSF). 

Un extrait de foie d'un singe Saimiri inocule par un extrait de feces de patients souffrant d'une maladie 
de foie non-infectieuse a servi de temoin. 

Apres trois passages, les cultures cellulaires inocuiees ont ete centrifugees. Le culot a ete repris dans 
du TNB et apfes addition de PMSF, les cellules ont ete soumises & un traitement aux ultra-sons. Les 
chiffres indiquent le rapport P/N. 
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TABLEAU 3 



Lignee cellulaire 


Cellules inocuiees par 


Cellules inocuiees par 


Cellules inoculees par 


Cellules 


d'hepatome 


de I'extrait de feces 


de I'extrait de foie de 


de I'extrait de foie de 


non-inocuiees 




de patient ivoirien 


singe Saimiri infecte 


singe Saimiri temoin 




PLC/PRF 5 


8,19* 


4,39 


2 


1,01 


HEP G2 


1,62 


1.14 


2 


1,07 



* aprfes dilution & 1/100 P/N : 6,29. 
io — — . 

II semble ressortir des essais pr£liminaires de marquage par immunofluorescence qu'une cellule sur 50 
environ, seulement, soit infect§e, dans les conditions experimentales. 

Une quatrfeme etape a eu pour objet de purifier I'antigfene associe au virus, provenant d'£chantillons de 

/5 feces de differentes origines. Trois profits de repartition d'antigene ont ete observes et sont represents h la 
figure 1 annexee qui montre que dans des echantillons fraTchement utilises, Pactivite antig^nique apparalt 
sous la forme d'une bande k une density de 1 ,29-1 ,32 g/cm 3 . Certains des Echantillons de feces conserves 
k + 4 ' C pendant quelques mois, ou des echantillons frais ayant subi un traitement par ultra-sons, n'ont 
presents d'activite antig§nique qu'Si une density de 1,12-1,19 g/cm 3 , tandis que d'autres presentment une 

20 activite aux deux densites. 

La figure 1 represents la repartition de Tantigene dans le gradient de CsCI apres ultracentrifugation 
isopycnique, obtenue en proc£dant comme suit : 

3 ml d'echantillons de feces (10 % dans RPMI) ont et£ fractionnes apr£s filtration k travers un Element 
filtrant de 0,22 urn de porosity, dans un gradient de CsCI de density comprise entre 1,1 et 1,6 g/ml. La 

25 centrifugation isopycnique (48 heures) k 78000 g a et£ effectuee dans des tubes de 12 ml (1,2,3,2, 0,5, 0,5 
ml de CsCI de density 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5 et 1,6 respectivement). 0.6 ml de fractions ont 6\e collectes et 
testes pour determiner la presence d'antigene NAN 6 apr&s deux dilutions. 
Dans la figure 1 : 
A designe les feces fratches 

30 B et C des feces conservees ou traitees aux ultra-sons. 

Du materiel antigenique k faible densite apparaissant dans ces conditions est suppose resulter d'un 
effet de decomposition par des enzymes contenues dans les feces ou par un traitement physique. Les 
fractions de CsCI a antig£nicite positive ont ete soumises k une ultracentrifugation dans un gradient de 
saccharose variant de 10 k 60 % poids/volume et les fractions reactives ont ete etudiees k I'ultramicrosco- 

35 pe. L'antigene NANB a ete trouve k 40-41 ,5 % de saccharose et de facon predominante a 26-28 % de 
saccharose. Sept preparations obtenues a parti r de 9 echantillons a antigenicite NANB positive, compor- 
taient des particules virales : une provenant d'un singe Saimiri inocuie (le second singe n'a pas ete 
examine), deux provenant de deux des trois patients atteints d' hepatite NANB epidemique aigiie (Cote 
d'lvoire), quatre provenant de quatre des cinq patients atteints d' hepatite NANB sporadique (France). Deux 

40 types de particules virales spheriques ont ete observes : des particules de grandes dimensions , de I'ordre 
de 75 nm de dianrfetre, qui prEsentent une structure a double membrane, et des particules de dimensions 
plus petites, homogenes, de 25 k 30 nm de diam&tre environ, sans aucune structure interne definie. Une 
structure tubulaire de 15 nm de diam&tre (ou de largeur) et dont la longueur peut atteindre 1 urn, plus ou 
moins fix£e aux particules, a ete observEe et est representee k la figure 2 annexee. Certaines images 

45 donnent I'impression que des tubules partent de I'enveloppe des particules virales de grandes dimensions. 
Les particules les plus caracteristiques ont ete observees dans des echantillons frais n'ayant pas subi de 
traitement par ultra-sons. Des particules spheriques de grandes dimensions ont pu etre observees pour la 
plupart dans des fractions de densite comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm 3 et dans la fraction de 40-41,5 % de 
saccharose du gradient de saccharose, tandis qu'on n'a pu observer que des particules de dimensions 

so moindres dans les fractions de CsCI presentant une densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 et dans la 
fraction du gradient de saccharose a 26-28 % de saccharose. II n'a pas encore pu etre etabli si les 
particules les plus petites et de densite plus basse represented une forme de liberation du virus de depart. 
Six echantillons de feces a antigenicite negative ont egalement ete etudies simultanement de la mime 
maniere pour servir de temoins. On n'a trouve dans aucune de ces preparations une structure ayant 

55 I'aspect de particules. 

Une dernfere etape a permis de mettre en evidence que la detection d'Ag NANB dans les feces 
demontre que le virus NANB epidemique est frequemment impiique dans I'hepatite NANB sporadique. De 
l*Ag NANB associe au virus a ete detecte dans sept echantillons de feces parmi 17 patients examines 
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atteints d'hSpatite NANB sporadique aigue (cf. figure 2). Des examens s§rologiques ont confirm^ ces 
rSsultats : parmi huit patients dont on disposait des scrums, sept d'entre eux presentment un s6rum avec 
Tanticorps anti-NANB. 

La figure 2 illustre la caract£risation de particules virales au microscope §lectronique dans les feces de 
5 singes infects par NANB et de patients atteints d' hepatite NANB. 

Apres ultracentrifugation isopycnique comme d£crit en relation avec la figure 1 , les fractions positives 
ont 6X6 mSlangSes, puis dialysSes contre du TNB, puis elles ont 6x6 soumises a une ultracentrifugation 
zonale dans un gradient de saccharose (10-60 % poids/poids) a 78000 g pendant 5 heures. Les fractions 
positives ont 6x6 m§lang6es, dialys^es, concentres et examinees au microscope 6lectronique. Une goutte 
70 de preparation virale a 6X6 6Xa\6e sur une grille de 200 mesh revetue de carbone et aprfcs absorption sur 
papier-filtre, une goutte de 2 % d'ac&ate d'uranyle dans de I'eau distillee a §t6 ajout^e. Au bout de deux 
minutes, la grille a 6X6 essuySe avec du papier-filtre et 6Xu6\6e au microscope JEM 100 C x It. 

Les figures 3 et 4 annexees represented des coupes vues au microscope 6lectronique aprfes coloration 
par I'acState d'uranyle de cellules PLC/PRF 5 inocul^es avec un extrait de selles d'un patient souffrant 
75 d'h^patite non A non B chez lequel PAg a et6 d6tecfe dans ses selles selon les techniques d^crites plus 
haut. 

Les particules virales sont retrouvges dans le noyau et le cytoplasme sous forme de "nSseaux 
cristallins" ; le diametre de la particule est tres constant : 74 a 75 nm. La figure 3 est une vue a 
grossissement X16000 et la figure 4 une vue a grossissement 54000. 

20 Comme les ^pidemies d'hepatite NANB sont habituellement observes dans les pays en voie de 
d^veloppement, il a paru int^ressant d'examiner si les memes virus jouent, dans ces pays, un role dans les 
cas sporadiques. C'est pourquoi 28 scrums de patients marocains souffrant d'h^patite NANB aigue 
sporadique ont 6X6 examines pour determiner s'ils contiennent des anticorps vis-&-vis du virus NANB 
6pid6mique. 68 % des patients se sont av6r6s presenter des anticorps anti-virus NANB 6pid£mique tandis 

25 que les memes anticorps n'ont 6t6 d&ectes que dans 10 % de scrums de donneurs de sang, dans le 
meme pays. 

Le Tableau 4 ci-aprfes illustre la detection d'anticorps sp^cifiques vis-&-vis de I'antigfene NANB dans 
des scrums de patients souffrant d'hSpatite NANB sporadique. La presence d'anticorps a 6X6 ddmontree par 
inhibition de la reaction dans les conditions dScrites dans le Tableau 1 ci-dessus. La reaction a 6X6 r6a\\$6e 

30 en incubant 50 ul d'un extrait de reference provenant de feces de singe infect^, pendant une heure a 37* C 
et une nuit & 4*C, avec 50 ul du s£rum a examiner. Toutes les autres Stapes de la reaction ont ete 
n§alis£es de la m§me manure que pour la detection de I'Ag. Le rapport P/N de cet antig&ne de reference 
6Xa\X de I'ordre de 6-8. 24 scrums hu mains normaux non dilu£s ont 6\& testes dans une reaction d'inhibition 
contre I'Ag de reference comparativement au PBS ; aucun d'entre eux n'a exercS d'action inhibitrice. 

35 Ulferieurement, 50 ul d'un melange de ces scrums ont servi a etablir la positivite & 100 % de la reaction. 
Les echantillons testes ont 6te consideres comme positifs lorsque Inhibition etait superieure a 50 %. 

* L'Ag NANB a 6t£ 66XecX6 dans les feces de cinq patients souffrant d ( hepatite NANB aigue ; on n'a pas 
trouve d'anticorps dans Tune d'entre elles. Chez deux autres patients, la maladie aigue datait respective- 
ment de 9 et de 3 mois et il n'a plus pu §tre dStecte" d'Ag dans les feces. Le dernier des cinq patients avait 

40 presents dans le passe une hepatite NANB avec de ('anticorps decelable qui a disparu au bout de 3 ans. 



TABLEAU 4 



. Source de 
N^serum 

Pays 


Donneurs 
de 
sang 


Personnel 
du 
Labo- 
ratoire 


Patients 
en 
hemo- 
dialyse 


Hepatite 
NANB 
sporadique 


MAROC 


8/78 


0/12 


1/12 


19/28 


FRANCE 


0/26 






7/8 



55 

Comme le montre le Tableau 4 ci-dessus, Themodialyse ou un travail de laboratoire impliquant la 
manipulation de sang humain ne paratt pas augmenter le risque defection par le virus NANB. Le fait que 
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Ton utilise des Ac prepares k partir de singes infects par un virus NANB epidemique, pour ta detection 
d'Ag Wis k un virus NANB sporadique, montre qu'il s'agit du m§me virus. 

Les diff§rentes Stapes de l*etude qui viennent d'etre d^crites ont permis de caracteriser un nouvel 
agent viral implique dans I'hepatite NANB. Cet agent viral semble etre responsable aussi bien de la forme 
5 epidemique que de la forme sporadique et de la forme post-transfusionnelle de I'hepatite NANB. 

II est different du virus HAV : 

1) Une infection par le virus NANB epidemique a 6te observe chez un singe et chez des patients 
pnSsentant une immunite anti-HAV ; 

2) Les marqueurs usuels de I'infection aigue (IgM anti-HAV) n'ont pas ete detectes ; 

w 3) Ce virus induit une reponse immune spScifique et les anticorps n'ont pas r6agi avec une preparation 
virale de HAV ; des scrums de patients convalescents d'hepatite A ont donni des r^sultats negatifs dans 
le test de detection d'anticorps anti-virus NANB epidemique. 

Le virus NANB epidemique est egalement distinct du HBV et par voie de consequence du HDV : 

1) La maladie a evolue chez certains patients pnSsentant des anticorps anti-HBsAg et est egalement 
75 apparue chez un patient europeen vaccine presentant une forte immunity anti-HBV ; 

2) II n'a gen^ralement pas ete detecte de HBsAg et HBeAg ; s'il preexiste des marqueurs de HBV k 
I'hepatite NANB (chez certains patients ivoiriens), il n'apparalt pas d'lgM anti-HBc ; 

3) Des IgM de singes infectes par du virus NANB epidemique et utilis^es pour la detection d'antigene 
viral, ne reagissent ni avec le HBV ou avec des preparations purifiees de HBsAg, ni avec des serums de 

20 patients repliquant activement le HBV ; des anticorps anti-HBs n'interferent pas dans le test de detection 
d'antigene anti-virus NANB epidemique. 

Le nouveau virus purifie caracterise comme decrit dans ce qui pr6c§de semble pouvoir etre isol§ de 
sources largement reparties. En plus des cas d^crits plus haut, I'antigfcne associe au virus a egalement ete 
trouve chez un patient senegalais et des anticorps ont ete trouves dans le serum d'un patient convalescent 
25 d'une epidemie ayant sevi en Algerie. L'agent NANB epidemique est considere comme etant un virus 
vehicule par I'eau. Neanmoins son role dans I'hepatite sporadique, en particulier dans un pays beneticiant 
de bonnes conditions d' hygiene, n'exclut pas d'autres votes de transmission, et notamment la voie 
sanguine. 

Au demeurant, ('implication du virus NANB epidemique dans des cas d'hepatite NANB sporadique ou 
30 post-transfusionnelle, devrait entraTner une reconsideration du qualificatif "epidemique". 

II resulte en effet des travaux de I'lnventeur que le virus identifie conformement k la presente invention, 
appeie virus de I'hepatite NANB epidemique, sporadique et transfusionnelle (en abrege : "H-SET") est 
~~ egalement responsable de I'apparition d'hepatite de type non A non B chez des malades transfuses. 

Une etude comparative comprenant des malades polytransfuses sans hepatite infectieuse et des 
35 malades atteints d'hepatite A ou B a montre ('absence d'antigene associe au virus dans teurs setles et 
I'absence de virus cultivates dans les conditions dans lesquelles le virus "H-SET" se multiplie. La souche 
"H-SET" 1-617 isoiee des selles d'un malade souffrant d'hepatite NANB transfusionnelle, a pu etre cultivee 
sur cellules PLC/PRP5 dans les conditions decrites plus haut. Les lesions correspondent notamment a de 
nombreuses formations syncitiales apparaissent k J6-J7 pr§cedant le decollement des cellules infectees. 
40 Un procede identique de culture est susceptible d'etre utilise pour un isolement du virus a partir d'un 
preievement sanguin. Les cultures infectees peuvent etre utilisees comme source d'antigene non purifie en 
vue de la caracterisation a leur surface des molecules d'anticorps provenant d'un sujet ayant contracte 
I'infection (le complexe virus-anticorps etant reveie k I'aide d'anti-immunoglobulines humaines marquees). 
La souche Clamart s'est av6ree infectante pour deux singes rhesus (inoculation par ingestion (per os) 
45 avec 0,5 ml d'un extrait de selle k 10 %) avec apparition de l'antig£ne dans les selles entre les 20e et 24e 
jours aprfes ('inoculation et avec augmentation des transaminases entre le 28e et le 32e jours (signe 
caracteristique d'atteinte hepatique). 

Revendications 

so Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Agent viral purifie, associe a I'hepatite virale NANB sporadique, epidemique et post-transfusionnelle, 
caracterise en ce qu'il est susceptible d'§tre obtenu a partir de feces de patients atteints d'hepatique 
NANB et qu'il se presente sous la forme de particules virales spheriques de deux types principaux, 
55 associees k un meme antigene viral : 

a) des particules spheriques d'environ 75 nm de diametre, dont la densite sur un gradient de CsCI 
est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm 3 , et qui sedimentent dans les fractions d'un gradient de 
saccharose contenant entre 40 et 41 ,5 % (p/v) de saccharose, 
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b) des particules sph£riques de 25 k 30 nm de diametre, dont la denstte sur un gradient de CsCI est 
comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 , et qui s^dimentent dans les fractions d'un gradient de 
saccharose contenant entre 26 et 28 % (p/v) de saccharose. 

5 2. Souche d'un agent viral purifig selon la Revendication 1, dite "souche Clamart", d^posee le 30 Octobre 

1986 sous le num£ro 1-617, aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes. 

3. Souche d'un agent viral purifie" selon la Revendication 1, dite "souche Ivoirienne", deposEe le 30 
Octobre 1986 sous (e num£ro 1-616 auprfcs de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes. 

10 

4. Souche d'un agent viral purifie selon la Revendication 1 , dite "souche H-SET", d6po$6e le 5 Fdvrier 

1987 sous le num£ro 87.02.05.02 auprfes de la Collection ECACC (Grande Bretagne). 

5. Proc6d§ d'isolement d'un agent viral selon Tune quelconque des Revendications 1 & 4, caract6ris6 en 
75 ce que Con procede a la centrifugation, sur un gradient de CsCI ou sur un gradient de saccharose, d'un 

extrait biologique contenant ledit agent viral, et en ce qu'on recueille ledit agent dans les fractions du 
gradient de CsCI dont la density est comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm 3 ou dans les fractions du 
gradient de saccharose contenant entre 40 et 41,5% (p/v) de saccharose, sous forme de particules 
$ph6rtques de 75 nm de diam&tre environ, et/ou dans les fractions du gradient de CsCI dont la densite 
20 est comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 , ou dans les fractions du gradient de saccharose contenant entre 
26 et 28% (p/v) de saccharose, sous forme de particules spheriques de 25 k 30 nm de diametre. 

6. Procede selon la Revendication 5, caract£ris£ en ce que I'extrait biologique comprenant I'agent viral est 
constituS par des feces de patients attaints d'hgpatite NANB. 

25 

7. Procede selon la Revendication 5, caract£rise en ce que I'extrait biologique contenant I'agent viral est 
constitue* par une culture du virus de I'hEpatite NANB, sur une lignEe cellulaire continue d'hgpatocytes. 

8. Proc€d£ selon Tune quelconque des Revendications 6 ou 7, caract£ris6 en ce que I'extrait biologique 
30 est pr§alablement soumis a une centrifugation a 5000-8000 g, a Tissue de laquelle le sumageant est 

filtre k travers un filtre de porosis 0,22 urn. 

9. Procede selon la Revendication 8, caracteVise" en ce que pr£alablement a la filtration et a la 
centrifugation, I'extrait biologique est soumis k un traitement de dissociation physique, notamment par 

35 ultra-sons, ou a un traitement de dissociation chimique. 

10. Procede de culture d'un agent viral selon Tune quelconque des Revendications 1 a 4, caract£ri$e en ce 
que des hgpatocytes, ou des lignees cellulaires continues d'h§patocytes, sont inocul6s par un extrait 
de feces d'un patient atteint d'h^patite NANB, ou par un extrait de foie d'un singe inoculS par un extrait 

40 de feces de patients souffrant d' hepatite NANB. et cultiv^s jusqu'a confluence de la culture. 

11. Application d'un agent viral selon I'une quelconque des Revendications 1 k 4, au diagnostic in vitro de 
I'hdpatite NANB 6pid€mique, sporadique, et post transfusionnelle. 

45 12. Procede de detection d'anticorps specif iques de I'h6patite NANB et assocfes a la fois k I' hepatite 
Epidemique, sporadique, et post transfusionnelle, dans un echantillon de sang ou de produit 66r\v6 du 
sang, lequel procEdE est caractErisE en ce que dans une premiere etape, I 'on met en contact ledit 
Echantillon avec un reactif constitue* par un agent viral selon Tune quelconque des Revendications 1 a 
4, et dans une deuxi&me Etape, on met en Evidence la formation d'un complexe antigfene-anticorps 

so entre ledit agent viral, et des anticorps specifiques de I'hepatite NANB eventuellement presents dans 
ledit Echantillon. 

13. Reactifs de diagnostic de l' hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou posHransfusionnelle, 
caractErisEs en ce qu'ils comprennent une preparation de I'antigene viral selon I'une quelconque des 

55 Revendications 1 a 4. 

14. Agent therapeutique pour le traitement de I' hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post- 
transfustonnelle, caractErise en ce qu'il comprend essentiellement une preparation d'un agent viral 
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seton Tune quelconque des Revendications 1 a 4. 

15. Rgactifs de diagnostic de ('hepatite virale NANB 6pid6mique, sporadique ou post-transfusionnelle, 
caracte rises en ce qu'ils comprennent des anticorps diriges contre une preparation de I'antigene viral 
selon l'une quelconque des Revendications 1 a 4. 

16. Agent th§rapeutique pour le traitement de Ph^patite virale NANB 6pid§mique t sporadique ou post* 
transfusionnelie, caracterise" en ce qu'il comprend des anticorps diriges contre une preparation de 
I'antigene viral selon Tune quelconque des Revendications 1 a 4. 

Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

1. Proc^de* d'isolement d'un agent viral associ4 a r hepatite virale NANB sporadique, £pid6mtque et post- 
transfusionnelle et susceptible d'etre obtenu a partir des feces de patients atteints d* hepatite NANB, 
caracte rise" en ce que Ton precede a la centrifugatton, sur un gradient de CsCI ou sur un gradient de 
saccharose, d'un extrait biologique contenant ledit agent viral, et en ce qu'on recueille ledit agent dans 
les fractions du gradient de CsCI dont la densite* est comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm 3 , ou dans les 
fractions du gradient de saccharose contenant entre 40 et 41 ,5 % (p/v) de saccharose, sous forme de 
particules spheViques de 75 nm de diametre environ, et/ou dans les fractions du gradient de CsCI dont 
la densite" est comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 , ou dans les fractions du gradient de saccharose 
contenant entre 26 et 28 % (p/v) de saccharose, sous forme de particules spheViques de 25 a 30 nm 
de diametre, les deux types de particules 6tant associe's a un m§me antigene viral : 

a) des particules spheriques d'environ 75 nm de diametre, dont la densite* sur un gradient de CsCI 
est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm 3 , et qui s£dimentent dans les fractions d'un gradient de 
saccharose contenant entre 40 et 41 ,5 % (p/v) de saccharose, 

b) des particules spheriques de 25 a 30 nm de diametre, dont la densite sur un gradient de CsCI est 
comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 , et qui s£dimentent dans les fractions d'un gradient de 
saccharose contenant entre 26 et 28 % (p/v) de saccharose. 

2. Proc£de selon la Revendication 1 , caract£ris6 en ce que Ton purifie un agent viral ayant les 
caracteristiques d'une souche dite "souche Clam art", d§pos£e le 30 Octobre 1986 sous le numero I- 
617, aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes. 

3. Proc^de* selon la Revendication 1, caracteVise* en ce que Ton purifie un agent viral ayant les 
caracteristiques d'une souche, dite "souche Ivoirienne", d£pos£e le 30 Octobre 1986 sous le num€ro I- 
616 aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes. 

4. Proc^de selon la Revendication 1, caracteVise en ce que Ton purifie un agent viral ayant les 
caracteristiques d'une souche, dite "souche H-SET\ d6pos6e le 5 F6vrier 1987 sous le nume>o 
87.02.05.02 aupres de la Collection ECACC (Grande Bretagne). 

5. Proc^de selon la Revendication 1 , caracterise* en ce que I'extrait biologique comprenant ('agent viral est 
constitue par des feces de patients atteints d'hipatite NANB. 

6. Proc£d6 selon la Revendication 1, caracte>is€ en ce que I'extrait biologique contenant Pagent viral est 
constitu£ par une culture du virus de P hepatite NANB, sur une lignee cellulaire continue d'hepatocytes. 

7. Procede* selon Pune quelconque des Revendications 5 ou 6, caracterise en ce que I'extrait biologique 
est pr£alablement so urn is a une centrifugation a 5000-8000 g, a Pissue de laquelle le surnageant est 
f iltre a travers un filtre de porosite 0,22 urn. 

8. Pro cede selon la Revendication 7, caracterise en ce que prealablement a la filtration et a la 
centrifugation, Pextrait biologique est soumis a un traitement de dissociation physique, notamment par 
ultra-sons, ou a un traitement de dissociation chimique. 

9. Procede de culture d'un agent viral obtenu par un procede selon l'une quelconque des Revendications 
1 a 4, caracterise en ce que des hepatocytes, ou des lignees cellulaires continues d'h£patocytes, sont 
inocul§s par un extrait de feces d'un patient atteint d'hepatite NANB, ou par un extrait de foie d'un 
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singe inocule 1 par un extrait de feces de patients souffrant d' hepatite NANB, et cultives jusqu'a 
confluence de la culture. 

10. Application d'un agent viral obtenu par un procede" selon Tune quelconque des Revendications 1 a 4 t 
5 au diagnostic in vitro de I 'hepatite NANB €pidemique, sporadique, et post transfusionnelle. 

11. Proc6d6 de detection d'anticorps sp^ciftques de I'h6patite NANB et associes a la fois a ('hepatite 
epid^mique, sporadique, et post transfusionnelle, dans un e*chantillon de sang ou de produit derive" du 
sang, lequel proc£d§ est caracteVise" en ce que dans une premiere 6 tape, Ton met en contact ledit 

io echantillon avec un re'actif constitue* par un agent viral obtenu par un proc«§de, selon Tune quelconque 
des Revendications 1 a 4, et dans une deuxieme etape, on met en evidence la formation d'un 
complexe antigene-anticorps entre ledit agent viral, et des anticorps specifiques de Th^patite NANB 
eventuellement presents dans ledit Echantillon. 

75 12. Application d'un agent viral obtenu par un procede selon Tune quelconque des Revendications 1 a 4 
pour Tobtention d'un agent the>apeutique pour le traitement de I'he'patite virale NANB epidemique. 
sporadique ou post-transfusionnelle. 

Claims 

20 Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Purified viral agent associated with sporadic, epidemic and posttransfusional viral hepatitis NANB, 
characterised in that it can be obtained from the faeces of patients suffering from hepatitis NANB and 
in that it is in the form of two main types of spherical viral particles associated with the same viral 

25 antigen: 

a) spherical particles of about 75 nm in diameter whose density in a CsCI gradient is between 1 .28 
and 1 .32 g/cm 3 and which sediment in sucrose gradient fractions containing between 40 and 41 .5% 
(w/v) of sucrose, 

b) spherical particles from 25 to 30 nm in diameter whose density in a CsCI gradient is between 
30 1.12 and 1.19 g/cm 3 and which sediment in sucrose gradient fractions containing between 26 and 

28% (w/v) of sucrose. 

2. Strain of a purified viral agent according to Claim 1, called "Clamart strain", deposited with the 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes on 30 October 1986 under the number 1-617. 

35 

3. Strain of a purified viral agent according to Claim 1, called "Ivoirian strain", deposited with the 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes on 30 October 1986 under the number 1-616. 

4. Strain of a purified viral agent according to Claim 1, called "H-SET strain", deposited with the ECACC 
40 Collection (Great Britain) on 5 February 1987 under the number 87.02.05.02. 

5. Process for isolating a viral agent according to any one of Claims 1 to 4, characterised in that a 
biological extract containing the said viral agent is centrifuged in a CsCI gradient or in a sucrose 
gradient, and in that the said agent is collected in the CsCI gradient fractions whose density is between 

45 1.29 and 1.32 g/cm 3 or in the sucrose gradient fractions containing between 40 and 41.5% (w/v) of 
sucrose, in the form of spherical particles of about 75 nm in diameter, and/or in the CsCI gradient 
fractions whose density is between 1.12 and 1.19 g/cm 3 , or in the sucrose gradient fractions containing 
between 26 and 28% (w/v) of sucrose, in the form of spherical particles from 25 to 30 nm in diameter. 

so 6. Process according to Claim 5, characterised in that the biological extract containing the viral agent 
consists of faeces from patients suffering from hepatitis NANB. 

7. Process according to Claim 5, characterised in that the biological extract containing the viral agent 
consists of a culture of hepatitis NANB virus on a continuous liver cell line. 

55 

8. Process according to either of Claims 6 and 7, characterised in that the biological extract is subjected 
beforehand to centrifugation at 5000-8000 g, at the end of which the supernatant is filtered through a 
filter with a porosity of 0.22 urn. 
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9. Process according to Claim 8, characterised in that prior to the filtration and the centrifugation, the 
biological extract is subjected to a physical dissociation treatment, especially by sonication, or to a 
chemical dissociation treatment. 

10. Process for culturing a viral agent according to any one of Claims 1 to 4, characterised in that liver cells 
or continuous liver cell lines are inoculated with a faecal extract from a patient suffering from hepatitis 
NAN 6, or with a liver extract from a monkey inoculated with a faecal extract from patients suffering 
from hepatitis NANB, and cultured until the culture becomes confluent. 

11. Application of a viral agent according to any one of Claims 1 to 4, in the in vitro diagnosis of epidemic, 
sporadic and posttransfusion^ hepatitis NANB. 

12. Process for the detection of antibodies specific for hepatitis NANB and associated at the same time 
with epidemic, sporadic and posttransfusion^ hepatitis, in a blood sample or in a sample of product 
derived from blood, which process is characterised in that, in a first stage, the said sample is brought 
into contact with a reagent consisting of a viral agent according to any one of Claims 1 to 4 and, in a 
second stage, the formation of an antigen-antibody complex between the said viral agent and 
antibodies specific for hepatitis NANB, which may be present in the said sample, is detected. 

13. Reagents for the diagnosis of epidemic, sporadic or posttransfusion^ viral hepatitis NANB, charac- 
terised in that they contain a preparation of the viral antigen according to any one of Claims 1 to 4. 

14. Therapeutic agent for the treatment of epidemic, sporadic or posttransfusionai viral hepatitis NANB, 
characterised in that it essentially contains a preparation of a viral agent according to any one of Claims 
1 to 4. 

15. Reagents for the diagnosis of epidemic, sporadic or posttransfusionai viral hepatitis NANB, charac- 
terised in that they contain antibodies directed against a preparation of the viral antigen according to 
any one of Claims 1 to 4. 

16. Therapeutic agent for the treatment of epidemic, sporadic or posttransfusionai viral hepatitis NANB, 
characterised in that it contains antibodies directed against a preparation of the viral antigen according 
to any one of Claims 1 to 4. 

Claims for the following Contracting States : ES, GR 

1. Process for isolating of a viral agent associated with sporadic, epidemic and posttransfusionai viral 
hepatitis NANB and capable of being obtained from the faeces of patients suffering from hepatitis 
NANB, characterised in that a biological extract containing the said viral agent is centrifuged in a CsCI 
gradient or in a sucrose gradient, and in that the said agent is collected in the CsCI gradient fractions 
whose density is between 1.29 and 1.32 g/cm 3 or in the sucrose gradient fractions containing between 
40 and 41 .5% (w/v) of sucrose, in the form of spherical particles of about 75 nm in diameter, and/or in 
the CsCI gradient fractions whose density is between 1.12 and 1.19 g/cm 3 , or in the sucrose gradient 
fractions containing between 26 and 28% (w/v) of sucrose, in the form of spherical particles from 25 to 
30 nm in diameter, both types of particles being associated with the same viral antigen: 

a) spherical particles of about 75 nm in diameter whose density in a CsCI gradient is between 1.28 
and 1.32 g/cm 3 and which sediment in the sucrose gradient fractions containing between 40 and 
41 .5% (w/v) of sucrose, 

b) spherical particles from 25 to 30 nm in diameter whose density in a CsCI gradient is between 
1.12 and 1.19 g/cm 3 and which sediment in the sucrose gradient fractions containing between 26 
and 28% (w/v) of sucrose. 

2. Process according to Claim 1 , characterised in that a viral agent is purified which has the characteris- 
tics of a strain, called "Clamart strain", deposited with the Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes on 30 October 1986 under the number 1-617. 

3. Process according to Claim 1 , characterised in that a viral agent is purified which has the characteris- 
tics of a strain, called "Ivoirian strain", deposited with the Collection Nationale de Cultures de 
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Microorganismes on 30 October 1986 under the number 1-616. 

4. Process according to Claim 1 , characterised in that a viral agent is purified which has the characteris- 
tics of a strain, called "H-SET strain", deposited with the ECACC Collection (Great Britain) on 5 

5 February 1987 under the number 87.02.05.02. 

5. Process according to Claim 1, characterised in that the biological extract containing the viral agent 
consists of faeces from patients suffering from hepatitis NANB. 

io 6. Process according to Claim 1, characterised in that the biological extract containing the viral agent 
consists of a .culture of hepatitis NANB virus on a continuous liver cefl line. 

7. Process according to either of Claims 5 and 6, characterised in that the biological extract is subjected 
beforehand to centrifugation at 500O8000 g. at the end of which the supernatant is filtered through a 

75 filter with a porosity of 0.22 urn. 

8. Process according to Claim 7, characterised in that prior to the filtration and the centrifugation, the 
biological extract is subjected to a physical dissociation treatment, especially by sonication, or to a 
chemical dissociation treatment. 

20 

9. Process for culturing a viral agent obtained by a process according to any one of Claims 1 to 4, 
characterised in that liver cells or continuous liver cell lines are inoculated with a faecal extract from a 
patient suffering from hepatitis NANB, or with a liver extract from a monkey inoculated with a faecal 
extract from patients suffering from hepatitis NANB, and cultured until the culture becomes confluent. 

25 

10. Application of a viral agent obtained by a process according to any one of Claims 1 to 4, in the in vitro 
diagnosis of epidemic, sporadic and posttransfusional hepatitis NANB. 

11. Process for the detection of antibodies specific for hepatitis NANB and associated at the same time 
30 with epidemic, sporadic and posttransfusional hepatitis, in a blood sample or in a sample of product 

derived from blood, which process is characterised in that, in a first stage, the said sample is brought 
into contact with a reagent consisting of a viral agent obtained by a process, according to any one of 
Claims 1 to 4, and, in a second stage, the formation of an antigen-antibody complex between the said 
viral agent and antibodies specific for hepatitis NANB, which may be present in the said sample, is 
35 detected. 

12. Application of a viral agent obtained by a process according to any one of Claims 1 to 4 in the 
production of a therapeutic agent for the treatment of epidemic, sporadic or posttransfusional viral 
hepatitis NANB. 

40 

Patentanspriiche 

Patentansprtiche fUr folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Gereinigtes virales Mittel, assoziiert mit der sporadischen, epidemischen und posttransfusionellen 
45 viralen Hepatitis NANB, dadurch gekennzeichnet, dafl es aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis 
NANB erhalten werden kann und 6aB es in der Form von kugelformigen viralen Teilchen von zwei 
Haupttypen, die mit einem gleichen viralen Antigen assoziiert sind, vorliegt: 

(a) kugelformige Teilchen mit einem Durchmesser von ungefahr 75 nm, deren Dichte auf einem 
CsCI-Gradienten zwischen 1 ,28 und 1 ,32 g/cm 3 liegt und die in den Fraktionen eines Saccharosegra- 

50 dienten, die zwischen 40 und 41,5 % (Gewicht/VoL) Saccharose enthalten, sedimentieren, 

(b) kugelformige Teilchen mit einem Durchmesser von 25 bis 30 nm, deren Dichte in einem CsCI- 
Gradienten zwischen 1,12 und 1,19 g/cm 3 liegt und die in den Fraktionen eines Saccharosegradien- 
ten, die zwischen 26 und 28 % (GewichWol.) Saccharose enthalten, sedimentieren. 

55 2. Stamm eines gereinigten viralen Mitteis nach Anspruch 1 mit der Bezeichnung "Stamm Clamart", 
hinterlegt am 30. Oktober 1986 unter der Nummer 1-617 bei der Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes. 
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3. Stamm eines gereinigten viralen Mittels nach Anspruch 1 mit der Be2eichnung "Stamm Ivoirienne", 
hinterlegt am 30. Oktober 1986 unter der Nummer 1-616 bei der Collection National© de Cultures de 
Microorganismes. 

4. Stamm eines gereinigten viralen Mittels nach Anspruch 1 mit der Bezeichnung "Stamm H-SET", 
hinterlegt am 5. Februar 1987 unter der Nummer 87.02.05.02 bei der Collection ECACC 
(Grofibritannien). 

5. Verfahren zur Isolierung eines viralen Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 man in einem CsCI-Gradienten oder einem Saccharosegradienten einen biologischen 
Extrakt, der das virale Mittel enthalt, zentrifugiert, das Mittel in den Fraktionen des CsCI-Gradienten, 
deren Dichte zwischen 1 ,29 und 1 ,32 g/cm 3 betragt, oder in den Fraktionen des Saccharosegradienten, 
die zwischen 40 und 41 ,5 % (GewichWol.) Saccharose enthalten, in Form kugelformiger Teilchen mit 
einem Durchmesser von etwa 75 nm gewinnt und/oder in den Fraktionen des CsCI-Gradienten, deren 
Dichte zwischen 1,12 und 1,19 g/cm 3 betragt, oder in den Fraktionen des Saccharosegradienten, die 
zwischen 26 und 28 % (GewichWol.) Saccharose enthalten, in Form kugelformiger Teilchen mit einem 
Durchmesser von 25 bis 30 nm gewinnt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/J der biologische Extrakt, der das virale 
Mittel umfaflt, aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis NANB besteht. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/J der biologische Extrakt, der das virale 
Mittel enthalt, aus einer Kultur des Hepatitis- NANB- Virus auf einer kontinuierlichen HepatozytenzetHinie 
besteht. 

a Verfahren nach einem der Ansprtiche 6 oder 7. dadurch gekennzeichnet, 6aB der biologische Extrakt 
zuvor bei 5000 bis 8000 g zentrifugiert wird, wonach der Oberstand Ober ein Filter mit einer Porengrofle 
von 0,22 urn filtriert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 vor der Filtration und der Zentrifugatton der 
biologische Extrakt einer physikalischen Dissoziationsbehandlung, insbesondere durch Ultraschall, oder 
einer chemischen Dissoziationsbehandlung unterworfen wird. 

10. Verfahren zur Zuchtung eines viralen Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 Hepatozyten oder kontinuierliche Hepatozytenzelllinien mit einem Stuhlextrakt eines 
Patienten mit Hepatitis NANB oder mit einem Extrakt der Leber eines Affen, der mit einem Stuhlextrakt 
von Patienten, die an Hepatitis NANB leiden, inokuliert worden war, inokuliert werden und bis zum 
Zusammenf lie/ten der Kultur gezuchtet werden. 

11. Verwendung eines viralen Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur in-vitro -Diagnose der 
epidemischen, sporadischen und posttransfusionellen Hepatitis NANB. 

12. Verfahren zur Detektion von spezifischen Hepatitis- NAN B-Antikorpern, die gleichzeitig mit der epidemi- 
schen, sporadischen und posttransfusionellen Hepatitis in Zusammenhang stehen, in einer Blutprobe 
oder einem von Blut abgeleiteten Produkt, dadurch gekennzeichnet, daU man im ersten Schritt die 
Probe mit einem Reagenz, das aus einem viralen Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 besteht, in 
Kontakt bringt, und in einem zweiten Schritt die Bildung eines Anttgen-Antikorper-Komplexes zwischen 
dem viralen Mittel und den spezifischen Hepatitis-NANB-Antikorpern, die gegebenenfalls in der Probe 
vorliegen, nachweist. 

13. Reagenzien zur Diagnose der epidemischen, sporadischen und posttransfusionellen viralen Hepatitis 
NANB, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie ein Praparat eines viralen Antigens nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 umfassen. 

14. Therapeutisches Mittel zur Behandlung der epidemischen, sporadischen oder posttransfusionellen 
viralen Hepatitis NANB, dadurch gekennzeichnet, da/3 es im wesentlichen ein Praparat eines viralen 
Mittels nach einem der AnsprUche 1 bis 4 umfaBt. 
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15. Reagenzien zur Diagnose der epidemischen, sporadischen und posttransfusionetlen viralen Hepatitis 
NANB, dadurch gekennzelchnet, dafl sie Antikorper gegen ein Praparat eines viralen Antigens nach 
einem der Anspruche 1 bis 4 umfassen. 

5 16. Therapeutisches Mittel zur Behandlung der epidemischen, sporadischen oder posttransfusionellen 
viralen Hepatitis NANB, dadurch gekennzelchnet, daB es Antikorper gegen ein Praparat des viralen 
Antigens nach einem der Anspruche 1 bis 4 umfaBt. 

Patentansprtiche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

70 

1. Verfahren zur Isolierung eines viralen Mittels im Zusammenhang mit der sporadischen, epidemischen 
und posttransfusionetlen viralen Hepatitis NANB, das aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis NANB 
isoliert werden kann, dadurch gekennzeichnet, daB man auf einem CsCI-Gradienten oder einem 
Saccharosegradienten einen biologischen Extrakt, der das virale Mittel enthSIt, zentrifugiert und daB 

75 man das Mittel aus den Fraktionen des CsCI-Gradienten, deren Dichte zwischen 1 ,29 und 1 ,32 g/cm 3 
betragt, oder aus den Fraktionen des Saccharosegradienten, die 40 bis 41,5 % (Gewicht/Vol.) Saccha- 
rose enthalten, in Form von kugelformigen Teilchen mit einem Durchmesser von etwa 75 nm gewinnt 
und/oder aus den Fraktionen des CsCI-Gradienten, deren Dichte zwischen 1,12 und 1,19 g/cm 3 betragt, 
oder aus den Fraktionen des Saccharosegradienten, die zwischen 26 und 28 % (GewichWol.) 
20 Saccharose enthalten, in Form von kugelformigen Teilchen mit einem Durchmesser von 25 bis 30 nm 
isoliert, wobei die beiden Teilchentypen mit einem gleichen viralen Antigen in Zusammenhang stehen: 
(a) kugetfSrmige Teilchen mit einem Durchmesser von ungefahr 75 nm, deren Dichte auf einem 
CsCI-Gradienten zwischen 1,28 und 1,32 g/cm 3 liegt und die in den Fraktionen eines Saccharosegra- 
dienten, die zwischen 40 und 41 ,5 % (Gewicht/Vol.) Saccharose enthalten, sedimentieren, 
25 (b) kugelformige Teilchen mit einem Durchmesser von 25 bis 30 nm, deren Dichte in einem CsCI- 

Gradienten zwischen 1,12 und 1,19 g/cm 3 liegt und die in den Fraktionen eines Saccharosegradien- 
ten, die zwischen 26 und 28 % (Gewicht/Vol.) Saccharose enthalten, sedimentieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein virales Mittel reinigt, das die 
ao Eigenschaften eines Stammes mit der Bezeichnung "Stamm Clamart", hinterlegt am 30. Oktober 1986 

unter der Nummer 1-617 bei der Collection Nationals de Cultures de Microorganismes, besitzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein virales Mittel reinigt, das die 
Eigenschaften eines Stammes mit der Bezeichnung "Stamm Ivoirienne", hinterlegt am 30. Oktober 

35 1986 unter der Nummer 1-616 bei der Collection Nationals de Cultures de Microorganismes, besitzt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein virales Mittel reinigt, das die 
Eigenschaften eines Stammes mit der Bezeichnung "Stamm H-SET", hinterlegt am 5. Februar 1987 
unter der Nummer 87.02.05.02 bei der Collection ECACC (Groflbritannien). besitzt. 

40 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der biologische Extrakt, der das virale 
Mittel enthalt, aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis NANB besteht. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB der biologische Extrakt, der das virale 
45 Mittel enthalt, aus einer Kultur des Hepatitis- NANB- Virus auf einer kontinuierlichen Hepatozytenzelllinie 

besteht. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 5 oder 6, dadurch gekennzelchnet, daB der biologische Extrakt 
zuvor bei 5000 bis 8000 g zentrifugiert wird. wonach der Uberstand uber ein Filter mit einer PorengrSBe 

so von 0,22 urn filtriert wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, daB vor der Filtration und der Zentrifugation der 
biologische Extrakt einer physikalischen Dissoziationsbehandlung, insbesondere durch Ultraschall, oder 
einer chemischen Dissoziationsbehandlung unterworfen wird. 

55 

9. Verfahren zur Zuchtung eines viralen Mittels, erhalten nach einem Verfahren nach einem der Anspru- 
che 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB Hepatozyten oder kontinuierliche Hepatozytenzelllinien mit 
einem Stuhlextrakt eines Patienten mit Hepatitis. NANB oder mit einem Extrakt der Leber eines Affen, 
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der mit einem Stuhlextrakt von Patienten, die an Hepatitis NANB leiden, inokuliert worden war, 
inokuliert werden und bis zum ZusammenflieBen der Kultur gezUchtet werden. 

10. Verwendung eines nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 erhaltenen viralen Mittels 
5 zur in-vitro-Diagnose der epidemischen, sporadischen und posttransfusionellen viralen Hepatitis NANB. 



11. Verfahren zur Detektion von Antikorpern, die fOr die Hepatitis NANB spezifisch sind und die gleichzeitig 
mit der epidemischen, sporadischen und posttransfusionellen Hepatitis in Zusammenhang stehen, in 
einer Blutprobe oder einem von Blut abgeleiteten Produkt, dadurch gekennzeichnet, da/3 man in 
ro einem ersten Schritt die Probe mit einem Reagenz, das aus einem viralen Mittel, das nach einem 
Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4 erhalten worden ist, in Kontakt bringt, und in einem 
zweiten Schritt die Bildung eines Antigen- Antikorper-Komplexes zwischen dem viralen Mittel und den 
fur die Hepatitis NANB spezifischen Antikorpern, die gegebenenfalls in der Probe vorliegen, nachweist. 

15 12. Verwendung eines viralen Mittels, erhalten nach einem Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 
zum Erhalt eines therapeutischen Mittels zur Behandlung der epidemischen, sporadischen oder 
posttransfusionellen viralen Hepatitis NANB. 
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